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Negli ultimi anni si è assistito ad uno sviluppo delle tecniche di analisi molecolare 
basate su elettroforesi capillare e ad una tendenza sempre maggiore alla 
miniaturizzazione dei dispositivi e all’automazione delle procedure. Interi sistemi 
di analisi vengono intergrati in un chip di pochi centimetri quadrati di superficie 
garantendo tempi di analisi dell’ordine pochi minuti quantità di reagenti ridotti a 
pochi microlitri. Tali chip vengono denominati µ-TAS (micro Total Analisis 
System) o LOC (Lab on Chip). I numerosi vantaggi introdotti da questi sistemi 
spingono la ricerca a trovare nuove soluzioni nel campo dei materiali e delle 
tecniche di realizzazione. In particolare si cerca di realizzare dispositivi che siano 
in grado di svolgere un sempre maggior numero di analisi e che siano facilmente 
interfacciabili con gli strumenti di laboratorio tradizionali. Per quanto riguarda i 
materiali, il vetro o il Pyrex risultano ampiamente utilizzati grazie alle loro 
proprietà di trasparenza e alle note caratteristiche chimico/fisiche. In questi ultimi 
anni sono stati sviluppati anche µ-TAS in materiale plastico che associa alla 
trasparenza e all’inerzia verso i reagenti chimici tipiche del vetro anche un basso 
costo sia del materiale sia dei sistemi di lavorazione. Spesso questi nuovi 
dispositivi richiedono la realizzazione di un interfaccia ad hoc per 
l’interfacciamento con i microcanali che possono risultare piuttosto costosi  
presentare problemi di affidabilità. In questo ambito, questa tesi si propone di 
realizzare un dispositivo in vetro borosilicato completo dell’interfaccia per il 
collegamento ai capillari di quarzo tipicamente usati nei sistemi di elettroforesi 
capillare. L’interfaccia è costituita da cover di silicio nei quali verranno ricavati,
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tramite le tecnologie di microlavorazione, gli alloggiamenti per i capillari 
utilizzati per l’iniezione dei reagenti e degli analiti. Nel primo capitolo sono 
esposti i principi di funzionamento dell’elettroforesi, le sue applicazioni e la 
strumentazione necessaria alla realizzazione.  
Nel secondo capitolo sono passate in rassegna varie soluzioni commerciali, 
geometrie costruttive dei chip per elettroforesi capillare, materiali costruttivi e 
metodi di fabbricazione dei microcanali.  
Nel terzo e il quarto capitolo sono riportate  le procedure messe a punto per la 
realizzazione del dispositivo microfluidico per l’elettroforesi capillare, completo 
di connessioni con l’esterno, realizzato su substrato di vetro borosilicato tipo 
Borofloat 33 della Schott. In particolare nel terzo capitolo sono illustrate le 
tecniche impiegate per la taratura dei seguenti processi: 
• microlavorazione del vetro borosilicato; 
• fusion bonding tra due vetri; 
• anodic bonding del silicio con il vetro; 
• microlavorazione del silicio. 
Nel quarto capitolo, infine, sono riportati tutti i passi necessari per la realizzazione 
dei singoli componenti  del dispositivo e dei processi ottimizzati utilizzati per 
l’assemblaggio del dispositivo. 









Il termine elettroforesi descrive la migrazione di particelle cariche sotto l'influenza 
di un campo elettrico. Molecole, come gli aminoacidi, i peptidi, le proteine, i 
nucleotidi e gli acidi nucleici, possiedono gruppi ionizzabili e quindi, ad ogni 
valore di pH, sono presenti in soluzione come specie elettricamente cariche.  Sotto 
l'influenza di un campo elettrico, le molecole cariche migrano verso il catodo o 
l'anodo, a seconda che possiedano una carica positiva o negativa. 
 
1.1 Principio di funzionamento 
Quando tra due elettrodi viene applicata una differenza di potenziale, si ha un 
campo elettrico E. La forza F che spinge una molecola di carica q verso uno degli 
elettrodi è  
F=E.q 
Tuttavia esiste anche una forza frizionale che ne rallenta il movimento. Questa è 
dovuta all'attrito che la molecola incontra durante il suo cammino e dipende, 
quindi, dalla forma, dalle dimensioni dei pori del mezzo nel quale avviene 
l'elettroforesi e dalla viscosità della soluzione tampone. La velocità v di una 
molecola carica che si sposta in un campo elettrico è data dalla seguente 
equazione:  
v = E . q . f  
dove f rappresenta il coefficiente frizionale che è funzione della forma e della 
matrice porosa del mezzo. Più comunemente viene utilizzato il termine mobilità
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elettroforetica µ dello ione, che equivale alla velocità dello ione divisa l'intensità 
del campo elettrico 
v
E
µ =  
 Pertanto, quando si applica una differenza di potenziale, molecole con carica 
elettrica totale differente inizieranno a separarsi in funzione della loro mobilità 
elettroforetica. Anche molecole con carica elettrica uguale, ma con dimensioni 
molecolari differenti, si separeranno per effetto di forze frizionali diverse.  
Se il campo elettrico viene tolto prima che le molecole abbiano raggiunto gli 
elettrodi, si ha una separazione dei singoli componenti in base alla loro mobilità 
elettroforetica [1].  
 
 
1.2 Impiego dell’elettroforesi  
 
Sfruttando la diversa mobilità elettroforetica questa tecnica permette di separare 
frammenti di acido nucleico in funzione del peso molecolare. Quindi essa trova 
largo impiego nell’analisi genetica che va da piccoli frammenti di dna ad interi 
cromosomi. In particolare, frammenti di DNA, carichi negativamente per i residui 
di fosfato, in un campo elettrico tendono ad andare verso il polo positivo. Usando 
una griglia molecolare costituita da gel di agarosio o acrilammide i frammenti 
passano attraverso di essa. Più sono grandi e pesanti e più fanno fatica restando 
indietro rispetto a frammenti più piccoli che passano più velocemente tra le 
maglie. La visualizzazione è garantita da sostanza intercalanti, come l'etidio di 
bromuro, che sono fluorescenti se esposte ai raggi UV. L'uso di un ladder (una 
serie di frammenti a dimensione nota), permette per confronto di avere 
informazioni sulle dimensioni dei frammenti. L'elettroforesi è una tecnica che si 
applica sia con DNA che con RNA, sia a singolo che doppio filamento. Variando 
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la concentrazione di agarosio ottengo maglie più o meno fitte, da usare in 
funzione della dimensione del frammento. Un altro possibile utilizzo è nel campo 
dell’ antidoping dove può essere impiegata per riconoscere un particolare ormone, 
l'eritropoietina detta EPO e in particolare permette di discriminare tra EPO 
riconbinante e quella umana date le diverse caratteristiche elettriche dovute a 
differenti catene zuccherine [2]. 
 
1.2.1 Emissione di calore 
Il problema della maggior parte dei tipi di elettroforesi è che la potenza generata 
nel mezzo in cui passa la corrente viene dissipata sotto forma di calore. Il calore 
può avere i seguenti effetti negativi:  
• aumento della velocità di diffusione dei campioni e degli ioni del tampone, 
che determina la formazione di bande meno definite; 
• comparsa di correnti convettive, che portano al mescolamento dei 
campioni separati; 
• denaturazione di quei campioni che sono poco stabili alle alte temperature; 
• diminuzione della viscosità del tampone e, quindi, diminuzione della 
resistenza del mezzo. 
Durante l’elettroforesi viene applicato un potenziale costante agli elettrodi; 
l'intensità di corrente però non rimane costante, a causa di variazioni della 
resistenza del mezzo. Diminuzioni di resistenza determinano un aumento di 
corrente e quindi del calore sviluppato. Per questo motivo si utilizzano 
alimentatori che impongono una corrente costante. In questo modo si eliminano le 
fluttuazioni di calore e si limitano gli effetti negativi sopra descritti. Il costante 
sviluppo di calore rimane comunque un serio problema. Infatti, il tempo che 
occorre per eseguire l'elettroforesi dipende dall'intensità di corrente; si devono 
adottare delle condizioni di compromesso con l'uso di intensità di corrente adatte 
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per avere tempi di separazione accettabili e si deve utilizzare un buon sistema di 
refrigerazione per dissipare il calore prodotto. 
 
1.2.2 Elettroendosmosi 
Un altro fattore da considerare in una separazione elettroforetica è il fenomeno 
dell'elettroendosmosi (noto anche come flusso elettro-endosmotico EOF). Questo 
fenomeno è dovuto alla presenza di gruppi carichi sulla superficie del mezzo di 
supporto. Ad esempio, la carta contiene dei gruppi carbossilici, l'agarosio contiene 
gruppi solfato, mentre la superficie delle pareti di vetro utilizzate nell'elettroforesi 
capillare contiene silanoli (Si-OH). Nel caso di un tubo capillare in silice fusa, i 
silanoli presenti sulla superficie della parete del capillare sono ionizzati. Ciò 
genera una serie di cariche negative sulla superficie che crea un doppio strato 
elettrico, detto anche regione di separazione di carica, all'interfaccia tra la parete 
del capillare e l'elettrolita. Quando viene applicato un campo elettrico, i cationi 
dell'elettrolita vicini alla parete del capillare migrano verso il catodo, trascinando 




1.3 Materiali per l’elettroforesi 
 
Il compito del materiale di supporto su cui vengono fatte correre le molecole è 
eliminare le correnti convettive limitando la diffusione, per fare in modo che i 
campioni separati siano contenuti in zone ristrette. In generale si tratta di materiali 
porosi, che vengono opportunamente bagnati nel tampone di corsa all'interno del 
quale si ha l'elettroforesi. I primi supporti utilizzati erano costituiti da carta da 
filtro o da strisce di acetato di cellulosa, imbevute nel tampone di corsa.  
Attualmente questi sono poco usati, anche se, per certe applicazioni, trovano 
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ancora impiego. Mentre i supporti di carta o a strato sottile danno buoni risultati 
con molecole piccole, la separazione di macromolecole, quali proteine e acidi 
nucleici, è scarsa.  L'utilizzo dei gel come materiale di supporto per elettroforesi 
ha portato ad un rapido miglioramento nei metodi di analisi delle macromolecole.  
Il primo gel ad essere usato fu quello di amido, ma oggi, per la maggior parte 
delle tecniche elettroforetiche, si utilizzano gel di agarosio o di poliacrilammide. 
La poliacrilammide ha generalmente pori troppo piccoli per essere utilizzata con il 
DNA; per separare queste macromolecole si utilizza gel di agarosio che ha pori 
più larghi. Ed inoltre, questo, avendo buone proprietà anticonvettive, viene 
utilizzato sia per l'elettroforesi di proteine che di acidi nucleici. L'agarosio è un 
polisaccaride lineare costituito da unità di base ripetute di agarosio intercalate da 
unità alternate di galattosio e 3,6-anidrogalattosio. Esso è uno dei costituenti 
dell'agarosio, una miscela di polisaccaridi isolati da alcune specie di alghe e viene 
normalmente utilizzato a concentrazioni dell' 1% e 3%. Il gel viene formato 
sospendendo dell'agarosio in polvere in un tampone acquoso portato 
all'ebollizione, lasciato poi raffreddare a temperatura ambiente per formare un gel 
rigido.  Le dimensioni dei pori nel gel sono in relazione alla concentrazione 
iniziale di agarosio: si ottengono pori larghi utilizzando basse concentrazioni, 
viceversa, pori più piccoli con concentrazioni più elevate. Benché l'agarosio sia 
sostanzialmente privo di carica, si può verificare la sostituzione degli zuccheri 
intercalanti con gruppi carbossilici, metoxile, piruvato e, in special modo, solfato. 
Queste sostituzioni possono produrre fenomeni quali l'elettroendosmosi durante 
l'elettroforesi e l'instaurarsi di interazioni ioniche tra il gel e i campioni. Pertanto, 
l'agarosio viene messo in commercio a differenti gradi di purezza, basati sul 
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1.4 Tipologie di elettroforesi 
Esistono diverse tecniche di elettroforesi che nonostante si basino sullo stesso 
principio fanno uso di accorgimenti per ottimizzare i risultati in particolari 
situazioni: 
• Elettroforesi di DNA su gel di agarosio: caratterizzata da un limite 
massimo di grandezza delle molecole trattabili pari a 60 kb (kilo-base). 
• Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) : caratterizzata dalla possibilita di 
trattare molecole di DNA della lunghezza di 2.103 kb e quindi anche 
cromosomi interi. 
• Elettroforesi capillare (CE)  
 
 
1.4.1 Elettroforesi di DNA su gel di agarosio  
L'elettroforesi su gel di agarosio è utilizzata per separare DNA di 60 kb o di 
dimensioni inferiori. La maggior parte delle separazioni elettroforetiche di 
campioni di DNA viene eseguita utilizzando gel di agarosio. Ciò è dovuto al fatto 
che l'agarosio ha pori di dimensioni adeguate per la maggior parte delle molecole 
di DNA e dei frammenti di acido nucleico normalmente analizzati. Anche piccoli 
frammenti della lunghezza di 1 kb risultano comunque piuttosto grandi per un gel 
di poliacrilammide. Dal momento che la carica per unità di lunghezza (dovuta ai 
gruppi fosfato) è la stessa per ogni singolo frammento di DNA, tutti i campioni 
dovrebbero muoversi, in un campo elettrico, con la stessa mobilità verso l'anodo. 
Tuttavia, in un gel di agarosio la separazione viene ottenuta in base alla resistenza 
al movimento dovuta alla matrice del gel. Le molecole più grosse incontreranno 
più difficoltà nel passare attraverso i pori del gel (molecole molto grosse possono 
anche non muoversi affatto), mentre le molecole più piccole si muoveranno più 
velocemente. Nel passare attraverso i pori del gel, le molecole di DNA subiscono 
un effetto setaccio, per cui, a seconda della propria lunghezza, la molecola 
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percorrerà più o meno strada. I campioni vengono preparati aggiungendo un 
colorante come il blu di bromofenolo, che permette di seguire meglio il 
caricamento del campione e svolge la funzione di marker del fronte di migrazione. 
I gel utilizzati comunemente misurano 25 cm x 12 cm e vengono fatti correre per 
10-12 ore con un campo elettrico pari a 1.5 V/cm. Una volta terminata la 
separazione, è necessario colorare il gel per visualizzare le bande di DNA. 
Solitamente viene utilizzato il bromuro di etidio, un colorante fluorescente che 
viene stimolato utilizzando luce ultravioletta a una lunghezza d'onda di 300 nm. In 
una banda di 1 cm di larghezza è possibile rilevare una quantità di DNA fino a 
10 ng. In figura 1.1 uno schema di elettroforesi su gel. 
 
 
Figura 1.1: Elettroforesi su gel 
 
1.4.2 Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)  
L'introduzione della PFGE e le successive varianti introdotte sulla tecnica di base 
permettono oggi la separazione di frammenti di DNA della lunghezza di 2.103 kb, 
e quindi, la separazione in elettroforesi di cromosomi interi. Il metodo consiste in 
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una elettroforesi su gel di agarosio nella quale due campi elettrici con differenti 
direzioni vengono applicati alternativamente per periodi di tempo definiti (ad 
esempio 60s). L'azione del primo campo elettrico causa uno stiramento lungo il 
piano orizzontale delle molecole avvolte e il loro movimento all'interno del gel. 
L'interruzione di questo campo e l'applicazione del secondo campo elettrico fa sì 
che le molecole si muovano nella nuova direzione. Dal momento che per una 
molecola a catena lunga lineare esiste una relazione tra il cambiamento 
conformazionale indotto da un campo elettrico e la lunghezza della molecola 
stessa, le molecole più piccole si riallineeranno più velocemente nel nuovo campo 
elettrico e, quindi, continueranno a muoversi attraverso il gel. Molecole più 
grosse, viceversa, impiegheranno più tempo per allinearsi. In questo modo, 
variando continuamente la direzione del campo, si separano le molecole più 
piccole da quelle più grandi. 
 
1.4.3 Elettroforesi capillare (CE)  
Per indicare questa tecnica vengono utilizzati diversi termini: elettroforesi 
capillare ad alta risoluzione (high performance capillary electrophoresis, HPCE), 
elettroforesi capillare zonale (capillary zonal electrophoresis, CZE), elettroforesi 
capillare in soluzione libera (free solution capillary electrophoresis, FSCE) e, 
infine, elettroforesi capillare (capillary electrophoresis, CE). Oggi uno dei termini 
più diffusi è CE. L'elettroforesi capillare può essere impiegata per separare una 
ampia gamma di composti biologici come aminoacidi, peptidi, proteine, ed acidi 
nucleici, così come qualsiasi altro tipo di composto organico di piccola 
dimensione. L'elettroforesi capillare viene condotta in un tubo con un diametro 
interno solitamente pari a 50 µm. Uno dei vantaggi derivanti dall'uso di tubi 
capillari è che vengono minimizzati i problemi derivanti dallo sviluppo di calore. 
Il diametro ridotto del capillare fa in modo che sia molto alto il rapporto tra la 
superficie e il volume del capillare e ciò aumenta considerevolmente la 
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dissipazione del calore. Questo è di aiuto nell'eliminare sia i moti convettivi 
all'interno del capillare che la dispersione dei campioni per effetto della diffusione 
provocata dal calore. Non è quindi necessario includere all'interno del capillare un 
mezzo di supporto stabilizzante ed è così possibile fare l'elettroforesi in fase 
libera. Alte efficienze di separazione sono ottenute utilizzando campi elettrici 
elevati; la lunghezza del capillare non influisce sull'efficienza del processo, ma 
essa gioca un ruolo importante nel tempo di migrazione e, quindi, sulla durata 
dell'analisi. La situazione ideale consisterebbe nell'applicare un potenziale il più 
alto possibile, utilizzando un capillare il più corto possibile. Tuttavia ci sono delle 
limitazioni pratiche. Quando la lunghezza del capillare diminuisce, la quantità di 
calore che deve essere dissipata aumenta in conseguenza della diminuzione della 
resistenza elettrica del capillare. Allo stesso tempo l'area di superficie disponibile 
per la dissipazione del calore diminuisce. Ad un certo punto, quindi, inizierebbero 
a farsi sentire gli effetti dovuti al calore e ciò pone un limite pratico all'utilizzo di 
capillari molto corti. Inoltre, più alto è il potenziale applicato, più alta diviene la 
corrente che attraversa il capillare e quindi, maggiore è la quantità di calore 
generata. In pratica si sceglie un compromesso tra il potenziale applicato e la 
lunghezza del capillare. Comunemente si utilizzano potenziali di 10-50 kV con 
capillari di 50-100 cm di lunghezza. Il funzionamento è il seguente: una piccola 
quantità di soluzione contenente il campione (solitamente 5-30 nl) viene introdotta 
dall'estremità anodica di un capillare in silice fusa contenente un tampone 
appropriato. Per la separazione viene applicato una differenza di potenziale tra le 
due estremità del capillare. Le molecole del campione cominciano quindi a 
migrare con velocità differenti lungo il capillare. La migrazione elettroforetica 
provoca il movimento delle molecole della soluzione con carica positiva verso 
l'elettrodo di carica opposta. Le molecole del campione con carica positiva, 
negativa o prive di carica migrano con differente velocità per effetto di questo 
flusso di tampone. Tuttavia, benché gli analiti siano separati in base alle diverse 
Elettroforesi capillare                                                                             Capitolo 1 
_                                                                                                                                _ 
 
12 
velocità di migrazione elettroforetica, essi vengono spinti verso il catodo per il 
fenomeno dell'elettroendoosmosi. Dal momento che questo flusso è piuttosto 
elevato, essendo la velocità del flusso elettroendosmotico molto più elevata della 
velocità di migrazione degli analiti, tutti gli ioni, indipendentemente dalla loro 
carica, si spostano verso il catodo. Le molecole con carica positiva raggiungono il 
catodo più velocemente perché la migrazione elettroforetica e il flusso 
elettroendoosmotico sono diretti verso la stessa direzione e, quindi, si sommano. 
In vicinanza del catodo le molecole attraversano una finestra dove ne viene 
rivelato il passaggio attraverso varie tecniche. Una separazione tipica dura da 10 a 
30 minuti. In figura 1.2 è riportato uno schema di principio dell’elettroforesi 
capillare. 
 
Figura 1.2 Schema di principio dell’ elettroforesi capillare. 
 
1.5 Componenti principali per l’elettroforesi capillare 
Il sistema elettroforetico è composto dalle seguenti parti che negli ultimi anni 
hanno trovato una continua miniaturizzazione e automazione. 
• Alimentatore ad alta tensione. 
• Iniettore delle soluzioni tampone e analiti. 
• Alloggiamento del capillare. 
• Capillari. 
• Sistemi di rivelazione. 
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Gli alimentatori per CE sono alimentatori ad alta tensione (da 0 a ± 30 kV) a 
polarità invertibile in grado di operare a tensione o corrente costante (tra 0 e ±300 
µA). La scelta tra queste modalità di operazione dipende dal tipo di campione, 
tranne nel caso della isotacoforesi che richiede necessariamente di operare a 
corrente costante. È molto utile avere la possibilità di programmare la variazione 
di potenziale in modo da prevenire la distorsione dei picchi dovuta ad un alto 
potenziale iniziale. In alcuni strumenti è disponibile anche l’opzione di operare 
con programmazione di corrente. 
Un’altra modalità di lavoro non disponibile su tutti gli strumenti è quella di 
mantenere costante la potenza (compresa in genere in un intervallo tra 0 e 7,5 W): 
ad esempio nella focalizzazione isoelettrica mantenere costante la potenza 
permette di raggiungere la massima velocità pur evitando surriscaldamenti. 
 
1.5.2 Iniettore 
Il sistema di iniezione viene gestito attraverso un autocampionatore: la soluzione 
migliore è avere a disposizione un sistema che permette l’iniezione elettrocinetica 
o per elettromigrazione, unitamente ad almeno una forma di iniezione 
idrodinamica (preferibilmente per pressurizzazione). Le due tecniche di iniezione 
sono infatti complementari: nella iniezione elettrocinetica si ha in genere 
discriminazione in base alla diversità di mobilità degli analiti, anche se queste 
tecniche sono in grado di fornire una preconcentrazione diretta degli analiti. Nelle 
iniezioni elettrocinetiche il controllo è effettuato sui medesimi parametri (tempo, 
tensione) che sono già controllati durante l’analisi e non richiedono perciò 
ulteriori dispositivi per la loro effettuazione. Per ottenere una maggiore 
riproducibilità alcuni autocampionatori possono essere termostatati tra 10° e 40°C. 
Per campioni particolarmente labili è disponibile come opzione un sistema di 
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raffreddamento a 4°C selettivo per il solo campione, in modo da lasciare il 
tampone a temperatura ambiente in modo da evitare precipitazione di sali. 
 
1.5.3 Compartimento del capillare e sua termostatazione  
Il controllo della temperatura è molto importante per la riproducibilità delle 
separazioni; il passaggio della corrente, per effetto Joule, genera calore che deve 
esser disperso efficacemente per mantenere costante la velocità di migrazione. È 
perciò indispensabile avere un sistema dotato di controllo della temperatura del 
compartimento del capillare. I due sistemi utilizzati per ottenere la 
termostatazione, entrambi funzionanti ad effetto Peltier, sono quelli a circolazione 
di liquido o quelli ad aria forzata. La circolazione di liquido, a differenza del 
raffreddamento ad aria forzata, permette un controllo della temperatura più 
accurato ma necessita di un sistema a cartuccia per contenere il capillare che rende 
meno flessibile l’uso di materiali di ditte diverse. I sistemi a cartuccia d’altra 
parte, sono stati introdotti in alcuni sistemi in quanto facilitano la sostituzione e 
l’allineamento del capillare rispetto alla finestra di rivelazione. Il raffreddamento 
ad aria è comunque sufficiente per la maggior parte delle applicazioni, in 
particolare per quelle che operano a correnti minori di 150 µA. Il raffreddamento 
a circolazione di liquido diviene necessario per separazioni effettuate ad elevati 
valori di corrente oppure mediante capillari di diametro superiore (150-200 µm 
i.d.) che necessitano di una maggiore efficacia nella dissipazione del calore. 
Questo tipo di raffreddamento è anche adatto a particolari applicazioni che 




Nella scelta di un capillare bisogna prendere in considerazioni tre variabili: la 
lunghezza, il diametro interno e la superficie interna. La scelta del capillare 
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idoneo ad una data applicazione è determinata dall’effetto che questi parametri 
hanno sulle prestazioni del sistema e la qualità delle separazioni. Aumentare la 
lunghezza del capillare aumenta il potere risolutivo, ma aumenta anche il tempo di 
analisi, richiede elevati voltaggi e aumenta la resistenza al flusso durante le 
procedure di riempimento o pulizia. In genere sarebbe meglio scegliere il capillare 
di lunghezza minima in grado di effettuare la separazione desiderata. La 
lunghezza dei capillari è in genere tra 24 e 100 cm. Il diametro interno del 
capillare influenza invece il cammino ottico del rivelatore e di conseguenza la 
sensibilità. Un aumento del diametro interno porta d’altra parte ad un aumento 
della corrente e quindi del riscaldamento per effetto Joule: si possono avere perciò 
distorsioni termiche del picco con conseguente perdita di risoluzione. Capillari di 
diametro maggiore (50 µm o più) sono necessari quando si usano soluzioni di 
polimeri viscosi per applicazioni di filtrazione su gel. Un aspetto fondamentale 
infine è il tipo di superficie del capillare. Il capillare per CE non contiene una fase 
stazionaria, in quanto, come detto in precedenza, la separazione non avviene per 
ripartizione. Il capillare è vuoto ed il flusso elettroendoosmotico è prodotto dal 
movimento verso il catodo degli ioni legati alla superficie del capillare. Le 
condizioni della superficie del capillare influenzano drasticamente la 
riproducibilità della separazione, sia per quanto riguarda la stabilità del flusso 
EOF, sia per la possibilità di interazioni con la matrice o gli analiti. Inizialmente si 
tendeva ad avere una superficie molto pulita ed attiva, ma questo ha comportato 
per lungo tempo una scarsa riproducibilità delle separazioni. Ora sono disponibili 
capillari trattati superficialmente specificamente per alcune applicazioni, 
soprattutto per evitare interazioni tra analiti e superficie: la silice ha infatti sempre 
un residuo effetto anionico in grado di legare molecole cariche alla superficie. In 
alcune separazioni è utile anche rendere minimo il flusso EOF, in modo che si 
esaltino le differenze in mobilità elettroforetica degli analiti: in questo caso la 
superficie del capillare è resa neutra con un polimero neutro idrofilico come la 
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poliacrilammide. In alternativa sono disponibili capillari modificati con un 
polimero amminico che produce una effettiva carica cationica superficiale che 
inverte permanentemente il flusso EOF e minimizza le interazioni con analiti 
basici. Inizialmente è stata impiegata una fase legata a base di APS o per esteso 
amminopropiltrimetossisilossano, instabile però ad un uso prolungato, sostituita in 
seguito da altre fasi polimeriche reticolate a base amminica, stabili in un intervallo 
ampio di pH (2,5-8,8). Per particolari applicazioni sono disponibili capillari 
rivestiti di polivinilalcoli (per analisi di oligonucleotidi e DNA) e fluorocarburi 
(stabili fino a pH 10).  
 
1.5.5 Sistema di rivelazione 
 
1.5.5.1 Rivelazione UV-vis 
Il rivelatore universalmente utilizzato è quello UV, la cui sensibilità è però critica, 
dato il minimo cammino ottico (in genere 50-75 µm) proprio della lettura on-
column. Come sensibilità in concentrazione la rivelazione UV in CE è tuttora 
meno sensibile di quella in HPLC. Per aumentare il cammino ottico sono state 
adottate diverse soluzioni. Una soluzione non recentissima prevede l’inserimento 
nel capillare di una bolla all’altezza del rivelatore, in modo da aumentare il 
cammino ottico senza aumentare il rumore strumentale o l’allargamento di banda. 
Nella regione della bolla la resistenza è ridotta e quindi diminuisce anche il campo 
elettrico. In questa zona vi è poi una concomitante diminuzione del flusso 
proporzionale all’aumento del volume della bolla. Quando la "zona" dell’analita 
entra nella bolla si ha un rallentamento con effetto di "stacking" (compressione 
longitudinale, nella direzione del flusso), dovuta all’espansione radiale: in questo 
modo la concentrazione del campione rimane costante mentre aumenta il 
cammino ottico, senza un effettivo allargamento di banda. La soluzione "a bolla" 
è stata però sostituita dall’introduzione della cella a "Z", un capillare costruito con 
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due curvature ad angolo retto in modo che il cammino ottico passi lungo l’asse 
longitudinale del capillare: si ottengono così cammini ottici fino a 3 mm che 
producono un aumento di sensibilità e di linearità. Purtroppo all’aumento di 
cammino ottico non corrisponde un proporzionale aumento di sensibilità perché vi 
è un rumore strumentale più alto per la minor efficienza di trasmissione della luce 
e l’aumento della "stray light". Un ulteriore difetto di questa configurazione è il 
fatto che la lettura assiale su 3 mm equivale a ridurre l’efficienza separativa della 
colonna in particolari situazioni limite. Questa configurazione è anche disponibile 
in un sistema separato nella quale si inserisce l’estremità della colonna, cosicché 
si eliminano i problemi della rivelazione on column senza creare problemi di 
allineamento quando si sostituiscono i capillari. Nella scelta di un sistema di 
rivelazione è comunque decisivo verificare di persona la sensibilità dello 
strumento in rapporto alla propria tipologia di campione. L’uso di fibre ottiche per 
trasportare il segnale, utilizzato in un unico modello, rende possibile un approccio 
più modulare grazie al quale uno strumento può essere interfacciato a rivelatori di 
altre case costruttrici. I rivelatori UV utilizzati possono essere a singola o multipla 
frequenza programmabile, a scansione rapida o a diode array. Nel campo 
dell’analisi di ioni inorganici l’uso di una lampada al mercurio ha permesso di 
estendere il campo spettrale fino a 185 nm. Poiché in genere il capillare è 
ricoperto di poliammide per proteggerlo da agenti corrosivi ed aumentarne 
l’elasticità, nel caso si utilizzino rivelatori on-column è necessario eliminare una 
parte del rivestimento in corrispondenza della finestra di rivelazione. Questa 
operazione, che può essere condotta a mano con un semplice taglierino o con una 
fiamma libera, è assai poco riproducibile. Sono disponibili perciò kit dedicati a 
questa operazione, che operano con reagenti chimici o con filamenti riscaldati. 
Un’alternativa è l’uso di colonne capillari con rivestimento trasparente all’UV, 
che hanno anche il vantaggio di poter collocare la finestra di rivelazione in 
qualsiasi posizione lungo la colonna. Questo rivestimento mantiene le proprietà di 
Elettroforesi capillare                                                                             Capitolo 1 
_                                                                                                                                _ 
 
18 
resistenza e flessibilità tipiche del rivestimento poliammidico, e presenta la sola 
limitazione di non poter essere usato con sistemi di termostatazione a circolazione 
di liquido. 
  
1.5.5.2 Rivelazione in Fluorescenza 
Da tempo, soprattutto negli strumenti di ricerca, è adottata la rivelazione in 
fluorescenza per l’elevata selettività e conseguente sensibilità. Utilizzando il laser 
come sorgente si raggiunge una sensibilità 1000 volte superiore a quella dei 
rivelatori UV. In commercio sono disponibili rivelatori a fluorescenza 
programmabili e rivelatori a fluorescenza indotta da laser (LIF). Questi sistemi 
utilizzano una doppia sorgente di eccitazione mediante laser ad Argon (488 nm) e 
a semiconduttore (635 nm) oppure a elio-neon (594 nm). Una fibra ottica 
trasmette la luce laser dalla sorgente al rivelatore illuminando la finestra del 
capillare. La fluorescenza emessa da una specie nel capillare viene diffusa in tutte 
le direzioni: uno specchio ellissoidale raccoglie e rifocalizza la luce emessa verso 
un fotomoltiplicatore (PMT). Un foro nel mezzo dello specchio riduce la luce 
laser di eccitazione in modo che non raggiunga il PMT. È disponibile anche uno 
strumento in grado di fornire al campione le due lunghezze d’onda laser 
contemporaneamente e di acquisire il doppio segnale di emissione con due PMT 
in parallelo. L’elevatissima sensibilità della tecnica LIF è stata adottata in sistemi 
di rivelazione per analisi di DNA, anche in rivelazione inversa utilizzando un 
colorante nell’eluente, in modo da evitare la derivatizzazione del DNA. 
  
1.5.5.3 Rivelazione elettrochimica 
L’applicazione di microelettrodi alla rivelazione CE è uno dei campi di ricerca più 
vivaci di questo settore. La rivelazione elettrochimica è particolarmente adatta alla 
CE perché la cella elettrochimica può essere miniaturizzata senza sacrificare la 
sensibilità. La modalità operativa più diffusa è quella amperometrica, in 
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particolare l’amperometria pulsata nella quale il potenziale applicato è 
accompagnato da una sequenza di impulsi che producono l’attivazione della 
superficie e la pulizia dell’elettrodo. I limiti di rivelabilità per la maggior parte dei 
composti elettroattivi è dell’ordine delle nanomoli. Il problema maggiore è la 
necessità di schermare il rivelatore elettrochimico dal potenziale elevato usato per 
la separazione, e la difficoltà di allineare l’elettrodo di lavoro rispetto all’uscita 
del capillare. Questi problemi sono stati risolti introducendo disaccoppiatori, 
capillari di diametro molto ridotto e sistemi per posizionare l’elettrodo, dotati 
alcuni di puntamento con microscopio ottico. La posizione dell’elettrodo è molto 
critica per la riproducibilità delle misure. Nella maggior parte dei sistemi 
l’elettrodo è posto all’interno della parte terminale del capillare. Un disegno 
alternativo, preferito nei sistemi preallineati, prevede di posizionare l’elettrodo 
molto vicino all’uscita del capillare in una configurazione a "jet". Nonostante le 
potenzialità notevoli di questa tecnica non sono prodotti sistemi commerciali per 
misure amperometriche o voltammometriche. 
Nel campo della separazione ionica molti studi sono stati dedicati all’introduzione 
di rivelatori conduttimetrici con e senza soppressione. Anche in questo campo vi 
sono numerosi studi per definire la miglior configurazione possibile: le varie 
disposizioni possono essere riassunte in due categorie, la rivelazione on column e 
quella end column. La prima prevede di posizionare due elettrodi di misura in due 
micro-fori eseguiti col laser nel tubo capillare: una variante proposta recentemente 
è una misura on-column senza contatto, sfruttando un accoppiamento capacitivo. 
Quest’ultimo rivelatore consiste in due aghi da siringa tra i quali viene posizionato 
il capillare a qualunque altezza. Questi aghi metallici fungono da capacitori che 
misurano la conducibilità dell’elettrolita all’interno della separazione di carica. I 
sistemi end column rappresentano un approccio molto semplificato nel quale un 
elettrodo metallico viene posto molto vicino all’uscita del capillare. Le variazioni 
di conducibilità vengono misurate tra questo elettrodo di misura e un secondo 
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elettrodo a contatto con l’elettrolita di trasporto nei pressi dell’uscita del capillare. 
Questa disposizione è stata ottimizzata in un rivelatore conduttimetrico 
disponibile commercialmente che presenta una buona sensibilità assoluta: in 
questo sistema il problema della riproducibilità della dimensione della cella, che 
limitava i sistemi con elettrodi esterni, viene minimizzato montando un elettrodo 
direttamente sull’uscita del capillare. La parte terminale del capillare è 
permanentemente incapsulata in un connettore d’acciaio, che serve anche per 
allineare perfettamente il capillare nella cella di misura. La parte del capillare è 
tagliata e preparata in modo da presentare una superficie esterna molto regolare e 
riproducibile. Il connettore del capillare viene unito ad un altro connettore che 
porta montato assialmente l’elettrodo di misura costituito da un filo di platino. 
Questo sistema permette un allineamento preciso e rigido della cella di misura che 
in questo modo è ridotta ad un volume inferiore a 3 nl. Il blocco della cella può 
essere termostatato da temperatura ambiente a 42°C ed è facilmente smontabile e 
rimontabile in pochi secondi per le normali operazioni di manutenzione come la 
pulizia in bagno ad ultrasuoni. Questa disposizione ha però un difetto intrinseco: 
per sostituire un capillare è necessario sostituire anche l’elettrodo con un 
significativo aggravio di costi.  
 
 
1.6 Benefici della miniaturizzazione 
 
Un aspetto che ha suscitato interesse negli ultimi anni è stato il processo di 
miniaturizzazione e integrazione dei dispositivi, poiché i sistemi macroscopici si 
sono rivelati lenti e costosi. Ad esempio un tipico protocollo di sequenziamento 
richiede dalle 6/8 ore per essere portato a termine e un costo di alcune centinaia di 
dollari. Si è invece notato che l’integrazione dei circuiti per le microanalisi porta 
vantaggi molto interessanti quali: 
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• l’incremento del numero di analisi dovuta alla riduzione del tempo dei 
processi; 
• la riduzione dei costi del reagente a causa dell’utilizzo di volumi di 
reazione minori; 
• la diminuzione dei costi di fabbricazione dovuta alle tecniche di 
fabbricazione in serie. 
Nella figura 1.3 si vede che se chiamiamo con S il fattore di scala il volume del 
campione e il costo dei reagenti è proporzionale a S-3. Lo stesso fattore di scala è 
applicato alla durata del ciclo termico mentre il tempo di separazione è 
proporzionale a S-1. Si deve sottolineare che il tempo minimo per effettuare 
un’analisi è limitato dalla velocità dell’enzima a circa 30-100 coppie di basi al 
secondo (bp/s). Il costo del microsistema è proporzionale a S-2 ma ha un limite 
minimo determinato dal costo package. I benefici della riduzione delle dimensioni 
si ottengono a spese di un possibile incremento dei limiti di rivelazione come 
visibile in figura 1.4. Per una concentrazione fissata, il numero di molecole in un 
campione è proporzionale a S-3. Se l’area del rivelatore è fissata, il rapporto 
segnale/rumore (S/N) è fortemente diminuito di un fattore S-3, mentre se l’area del 
rivelatore diminuisce con il campione, la riduzione del S/N è proporzionale a S-1. 
Questo favorisce l’uso di rivelatori miniaturizzati posti vicino al campione. La 
riduzione delle dimensioni incrementa il rapporto superficie/volume (S/V) del 
campione, accentuando l’influenza dei fenomeni di superficie, come 
l’adsorbimento nelle pareti dell’enzima e l’evaporazione del campione, che 
possono peggiorare le prestazioni del microsistema. Inoltre lo scaling crea 
problemi idrodinamici poiché la resistenza dei capillari è proporzionale a S e 
quindi il trasferimento dei campioni richiede alte pressioni. Le forze capillari 
sono, inoltre, proporzionali a S, rendendo la localizzazione del campione molto 
difficoltosa e il controllo delle proprietà superficiali essenziale. Può sembrare 
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ragionevole assumere che il fattore di scala sia determinato dalla rilevazione del 
rumore. 
                            





Figura 1.4 Andamento del rapporto segnale/rumore del rivelatore 














Negli ultimi anni si è verificato un incremento delle attività di ricerca e 
produzione di microsistemi per l’analisi genetica mediante elettroforesi capillare 
come si può vedere in figura 2.1. La spinta che ha portato ad un tale incremento 
deriva dagli enormi vantaggi nel costo di produzione, tempo di analisi, e quantità 
di reagenti e analiti necessari per l’analisi. Infatti, i costi sono abbattuti dalla 
quantità di materiali necessaria alla realizzazione del sistema che diminuiscono 
con le sue dimensioni; la quantità di reagenti e analiti è limitata a pochi nanolitri e 
il tempo di analisi è ridotto da alcune ore a pochi minuti. Un altro motivo trainante 
è la possibilità di automatizzare tutte le procedure di iniezione, separazione e 
rivelazione e raccogliere le informazioni direttamente tramite computer. Varie 
case produttrici si sono impegnate nella ricerca e nella produzione di prodotti 
commerciali che integrino in uno spazio ridotto di pochi centimetri cubici il 
nucleo del sistema di analisi denominato µ-TAS, acronimo di Micro Total 
Analysis System. Alcune di queste sono la Shimadzu con MCE 2010, la Agilent 
con il 2100 bioanalyzer  e la Hitachi. 
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2.1.1 Shimadzu MCE 2010 
Lo Shimadzu MCE 2010 è stato presentato al pubblico nel 2000 ed è un sistema 
di elettroforesi capillare basato su un microchip di quarzo visibile in figura 2.2. Il 
microchip è costituito da 4 canali di separazione larghi 50 µm, profondi 20 µm e 
lunghi 25 mm. I tempi tipici di analisi sono tra i 10 e i 100 sec con un consumo 
totale dei reagenti e dei campioni di DNA di 4 µl per analisi. 
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Figura 2.2 : Microcanali realizzati su substrato di quarzo 
 
Il sistema di rivelazione mostrato in figura 2.3 non è puntuale ma occupa tutto il 
canale di rivelazione e si basa su un dispositivo lineare ad UV costituito da un 
vettore di 1024 fotodiodi. La lunghezza d’onda di rivelazione può essere 
selezionata liberamente nel range dei raggi UV-Visibile. In figura 2.4 è mostrato il 
sistema ottico che permette di focalizzare il fascio di luce monocromatica su tutto 




Figura 2.3 : Sistema di rivelazione. 
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Figura 2.4 : Sistema di specchi per focalizzare il laser sul canale e sul PDA (Photo Diode 
Array) 
 
Il chip precedentemente analizzato è inserito in un dispositivo più complesso 
(figura 2.5) con il quale è possibile svolgere tutti i passaggi per l’analisi genetica: 
dal caricamento automatizzato dei campioni e dei reagenti all’ottenimento dei 
risultati finali.  
 
 
Figura 2.5 : Shimadzu MCE 2010 
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In figura 2.6 è riportato uno schema della procedura di analisi e in figura 2.7 una 
tipica risposta del sistema al variare del tempo di analisi; come si può vedere 4 
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2.1.2 Agilent 2100 Bioanalyzer 
Il chip base di questo nuovo strumento è caratterizzato da una particolare 
geometria che consente di fare un’analisi specifica non solo del DNA ma anche 
dell’RNA e delle proteine. Sono state realizzate delle geometrie differenziate in 
base all’analisi che si desidera effettuare e in figura 2.8 è riportata quella utilizzata 
per il processamento del DNA. In questa configurazione i canali hanno una 
profondità di 10 µm e una larghezza di 50 µm, il canale di separazione è di 15 mm 
e il chip è costruito in vetro soda lime; in figura 2.9 è riportata una foto della 
geometria. 
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Figura 2.9 Foto del chip interno alla cartuccia. 
 
Nella configurazione riportata in figura 2.9 si possono distinguere i serbatoi per 
l’iniezione del campione e della matrice polimerica e il canale lungo per la 
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separazione. Il substrato di vetro viene montato su una piattaforma di materiale 
plastico, come mostrato in figura 2.10, che viene posta nell’alloggiamento del 
dispositivo che effettua ed elabora le analisi (figura 2.11). 
 
 





Figura 2.11 Piattaforma montata nell’alloggiamento del dispositivo. 
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Il chip viene fornito con una cartuccia contenente gli elettrodi che servono, 
durante le fasi di analisi molecolare, per applicare la forza elettrocinetica 
necessaria per il movimento dei fluidi attraverso i microcanali di separazione. Lo 
strumento consente di controllare la velocità e la direzione dei fluidi mediante una 
regolazione automatica della tensione o della corrente tra gli elettrodi. 
 
2.1.3 Hitachi SV1100 
L’SV1100, visibile in figura 2.12, è un sistema automatico che utilizza un chip in 
PMMA (polimetilmetacrilato) nel quale è ricavata una rete di microcanali e 
serbatoi. In figura 2.13a si può vedere la geometria del chip in grado di analizzare 
3 campioni contemporaneamente. Nei serbatoi 3, 7, 11 viene inserito con una 
siringa il gel contenente bromuro di etidio e nei serbatoi 1, 2, 5, 6, 9, 10 viene 
inserito con una pipetta 10 µl di gel. I serbatoi 4, 8, 12 sono riempiti con: 
• 1 µl di soluzione contenente del DNA campione di lunghezza pari a 100 e 
800 basi ognuno in quantità pari a 2 ng/µl in funzione di marcatori; 
• 9 µl di campione da analizzare. 
Il sistema di rivelazione misura l’intensità della fluorescenza emessa dal campione 
ad una lunghezza d’onda di 580 nm. La luce di eccitazione ha una lunghezza 
d’onda di 470 nm. Il tempo di analisi è 4 minuti. L’intero dispositivo è costituito 
da un lettore di chip interfacciato ad un computer che raccoglie i dati e fornisce 
una rappresentazione e una interpretazione. In figura 2.13b e 2.13c sono riportati 
rispettivamente l’analisi dei marker in formato grafico e tabulato. Il lettore di chip 
contiene gli alimentatori ad alta tensione programmabili, ognuno dei quali è 
connesso ad un elettrodo di platino. Questi elettrodi consentono allo strumento di 
eseguire iniezioni multiple ed altre manipolazioni del fluido dai serbatoi dei 
campioni. 
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Figura 2.12 SV1100 
 
 
Figura 2.13 a) Geometria del chip  b) Electropherograms dei marker c) Electropherograms 
in forma tabulata. 
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Un aspetto molto importante che deve essere affrontato quando si progetta un chip 
per le analisi genetiche è rappresentato dalla sua geometria, in quanto da essa 
dipendono la durata e la risoluzione delle analisi. Tra le numerose configurazioni 
proposte si possono distinguere quattro tipologie principali che vengono, di 
seguito, brevemente descritte. 
 
2.2.1 Geometria Planare 
La maggior parte dei microchip per elettroforesi hanno una struttura a canali che 
terminano in serbatoi dai quali vengono riempiti. Le lunghezze tipiche dei 
microcanali sono di circa 20 cm con una larghezza di 10-100 µm e una profondità 
di 15-40 µm [4]. La geometria dei microcanali sui chip da elettroforesi ha subito, 
nel tempo, cambiamenti significativi. Una delle prime geometrie adottate è quella 
mostrata in figura 2.14. realizzata su un substrato di vetro piano di dimensioni 
14,8 cm x 3,9 cm x 1 cm e costituisce un semplice dispositivo per la separazione e 
l’iniezione del campione [5]. 
 
 
Figura 2.14 Rappresentazione della geometria 1. 
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La struttura è costituita da 3 serbatoi, ognuno dei quali è posto all’inizio di uno dei 
canali principali che si incrociano a formare le tipiche interconnessioni usate per 
la separazione. L’ingresso al quarto canale si trova nella zona laterale, vicino alla 
zona di intersezione tra i canali. Nella figura è visibile anche una coppia di 
elettrodi di platino a forma quadrata posti all’estremità del dispositivo. 
Applicando una differenza di potenziale tra qualunque coppia di ingressi si ottiene 
una pompa elettrosmotica che genera il flusso del fluido attraverso il canale che li 
congiunge. L’inversione del flusso tra i due ingressi si può ottenere, senza 
l’utilizzo di valvole, invertendo semplicemente la tensione applicata tra i due 
ingressi. Data la numerazione riportata in figura, il canale 1 è impiegato per 
introdurre la fase mobile, il canale 2 per introdurre il campione da analizzare, 
mentre il canale 3 per la separazione. La procedura si svolge nel modo seguente: 
inizialmente si applica una differenza di potenziale tra l’ingresso 2 e quello 4 per 
portare il campione nella zona di intersezione; successivamente si applica una 
differenza di potenziale tra l’ingresso 1 e l’ingresso 3 per portare la fase mobile ad 
intersecarsi con il campione da analizzare e percorrere, poi, il canale di 
separazione. Le dimensioni dei capillari sono state studiate per produrre una 
caduta minima di potenziale lungo il canale 1 che fornisce la fase mobile prima 
del punto di intersezione dei canali. I canali 2 e 3 hanno una larghezza di 30 µm e 
una profondità di 10 µm, mentre il canale 1 è largo 1 mm e profondo 10 µm. Il 
dispositivo è composto da due substrati, uno inferiore dove si trova la geometria e 
uno superiore dove sono depositati degli elettrodi di platino. I due substrati sono 
poi fusi insieme in condizioni tali da non provocare la rottura dei canali. La figura 
2.15 mostra il punto di intersezione dei canali: si può notare che il processo di 
fusione usato per unire i due substrati non ha danneggiato la forma del canale. 
Dalla figura 2.14 è anche evidente che l’ingresso 4 non è stato ottenuto forando il 
vetro superiore, come gli altri ingressi, ma è stato posizionato lateralmente. 
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Figura 2.15 Immagine del punto di intersezione dei canali del dispositivo dopo l’unione 
dei due substrati. 
Originariamente, infatti, tale ingresso era stato progettato in modo tale che la 
struttura potesse essere immersa nella soluzione da analizzare permettendo, così, 
una rapida iniezione del campione. Tuttavia, a causa di questo ingresso aperto si 
generava un flusso secondario di solvente dovuto o all’azione capillare che 
spingeva fuori il solvente o alla differenza di pressione idrostatica. Di 
conseguenza questo ingresso è stato chiuso e il campione viene introdotto dal 
serbatoio 2. 
 
2.2.2 Geometria a Serpentina 
Le geometrie studiate successivamente hanno avuto, come principale obiettivo, la 
diminuzione delle dimensioni del chip, con una conseguente riduzione della 
resistenza nel trasferimento di massa [6]. Capillari più corti consentono di avere 
una maggiore velocità della fase mobile ottenendo così dei tempi di analisi più 
brevi. Un problema che si è dovuto risolvere è stato quello di determinare il 
metodo con il quale spostare lungo il canale la fase mobile durante gli 
esperimenti. Il metodo più semplice è sembrato quello di sfruttare il fenomeno 
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dell’elettrosmosi che permette di avere un profilo di flusso della fase mobile 
praticamente piatto. Inoltre, l’elettrosmosi consente di lavorare senza valvole, 
ottenendo un’elevata riproducibilità del processo di iniezione. Sorgono, però, altri 
problemi: 
• il volume del campione, che può essere iniettato senza sovraccaricare il 
capillare, è proporzionale all’area della superficie del capillare stesso ma, 
riducendo troppo il diametro, potrebbe diventare inferiore ai limiti di 
rivelazione; 
• i volumi di iniezione e di rivelazione devono essere adattati per evitare un 
allargamento della banda di rivelazione. 
 
Per risolvere questi problemi si possono fabbricare capillari che abbiano un alto 
rapporto β = W/H dove W è la larghezza del canale e H la sua profondità. 
Una possibile geometria che segue i principi precedentemente espressi è quella a 
serpentina di figura 2.17. In tale geometria la lunghezza dei capillari varia a 
seconda della loro funzione. Il tratto di capillare che collega il serbatoio della fase 
mobile all’incrocio di iniezione è di 6,4 mm, quello tra i serbatoi del campione e 
dei residui del campione e il punto di iniezione è di 9,4 mm ed infine il tratto tra 
l’incrocio di iniezione e il serbatoio dei residui finali è di 171 mm. In questo chip 
la colonna di separazione a serpentina è lunga 165 mm, dei quali solo 11 mm sono 
dritti, e occupa un’area di 8 mm x 8 mm. Dalla figura 2.18 si può notare che i 
canali sono profondi 5,6 µm e che, a causa dell’isotropia dell’attacco chimico del 
vetro in fase liquida, la sezione del canale ha una geometria ellissoidale con una 
larghezza di 72 µm della faccia superiore e 60 µm della faccia inferiore. I canali 
sono stati fabbricati su un substrato di vetro usando tecniche di fotolitografia 
standard e attacchi chimici umidi. 
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Figura 2.18 Profilo della sezione di un canale. 
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Figura 2.19 Diagramma dell’apparato di rivelazione e di acquisizione dati. 
 
La figura 2.19 mostra il diagramma dell’apparato di rivelazione e di acquisizione 
di cui il chip di vetro fa parte. Si può notare che sono stati inseriti degli elettrodi di 
platino nei serbatoi per ottenere i contatti elettrici. In tale dispositivo non si può 
applicare una tensione troppo alta a causa dei limiti nell’apparato di switching (4 
kV). La separazione dei campioni è visualizzata sul chip in maniera fluorescente 
usando un laser a ioni di Argon per l’eccitazione e un tubo fotomoltiplicatore per 
raccogliere il segnale. Il fotomoltiplicatore è collocato al di sotto del microcanale, 
con l’asse ottico perpendicolare alla superficie del microchip. Il laser lavora a 
circa 20 mW e il fascio incide sulla superficie del chip con un’inclinazione di 45° 
e parallelamente al canale di separazione. 
 
2.2.3 Geometria ad array di capillari radiali 
Da pochi anni si sono sviluppate diverse generazioni di dispositivi basati su array 
di capillari, alcune delle quali studiate in modo da poter analizzare più campioni 
in parallelo [7]. Un modello è quello a 48 canali/ 96 campioni, in cui possono 
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essere analizzati in meno di 8 minuti 96 campioni di DNA usando, per la 
rivelazione, un galvoscanner a eccitazione laser. Questa geometria ha però dei 
rischi intrinseci e dei limiti nell’applicabilità, quali: 
• il rischio della contaminazione incrociata dei campioni dovuta all’analisi 
in serie di due differenti campioni in uno stesso canale; 
• la riduzione delle velocità di analisi dei campioni a causa dell’iniezione 
seriale; 
• le irregolarità dei canali di separazione che riducono la risoluzione. 
 
La figura 2.20 mostra un tipico chip a geometria radiale a 96 canali con un nuovo 
sistema di rivelazione fluorescente cofocale rotatorio a 4 colori che corregge le 
limitazioni del chip a 48 canali. Il chip a geometria radiale ha un serbatoio 
comune, nel quale viene inserito l’anodo, posto al centro di un substrato circolare 
di 10 cm di diametro e un array di 96 canali che si estendono dal serbatoio 
centrale verso il bordo del substrato. Il sistema di rivelazione rotatorio cofocale, 
mostrato in figura 2.21, è costituito da un obiettivo rotante accoppiato ad un’unità 
di rivelazione cofocale a 4 colori. Per facilitare il rapido caricamento parallelo di 
96 campioni nel chip è stato sviluppato un caricatore a 96 capillari che trasferisce 
i campioni dalla disposizione lineare in cui si trovano ad una disposizione radiale. 
Le caratteristiche di sensitività e di analisi di questo sistema sono valutate 
utilizzando particolari tinture fluorescenti. L’analisi elettroforetica con tale chip fa 
uso di un buffer di separazione a base di HEC (idroxetilcellulosa) all’1% in 1 X 
TPATAPS (80 mM di tetrapentilammonio3-{tri(idroximetil)metilammino} -1-
propanosolfato, 1mM di EDTA, pH 8,4). I canali, rivestiti con uno strato di 
policrilamide, sono stati riempiti inserendo il buffer HEC nel serbatoio centrale. 
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Figura 2.20 Dispositivo a 96 capillari a geometria radiale. 
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Figura 2.21 Sistema di rivelazione rotatorio cofocale. 
 
Il chip caricato è stato piazzato sul supporto dello scanner rotatorio e il contatto 
elettrico con i 4 serbatoi di ciascuna delle 96 unita, di cui è mostrato un 
ingrandimento (figura 2.22), è stato ottenuto con un piatto costituito da array 
circolari di elettrodi. L’array circolare di elettrodi è costituito da un array di fili di 
acciaio che passano attraverso un disco di plexiglas di 6 mm di spessore e i cui 
estremi in comune sono collegati in parallelo a 4 alimentatori ad alta tensione. Le 
iniezioni dei campioni avvengono applicando per 50 secondi una tensione di 
100 V all’anodo, al sample e al catodo e di 150 V al waste. Successivamente, per 
Microsistemi per elettroforesi                                                               Capitolo 2 
_                                                                                                                                _ 
 
42 
la separazione, si applicano 1100 V (circa 200 V/cm ) all’anodo, 100 V al catodo 
e 270 V al sample e al waste. 
 
 
Figura 2.22 Particolare della geometria. 
 
2.2.4 Chip ciclico 
Un ultimo esempio di geometrie proposte per l’elettroforesi è quella del chip 




Figura 2.23 Schema del chip ciclico. 
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Due canali collegano ciascun lato del quadrato a due serbatoi esterni riempiti con 
il buffer di separazione; nei serbatoi sono collocati anche gli elettrodi per 
l’applicazione dell’alta tensione. Come si può vedere dalla figura 2.23, un lato 
contiene un punto di iniezione a volume fissato. La sincronizzazione delle tensioni 
applicate lungo la rete dei canali è controllata da un computer. Questa tecnica ha 
preso il nome di “elettroforesi capillare ciclica sincronizzata”. I canali del 
microchip sono fabbricati su vetro usando tecniche di litografia standard e attacco 
chimico umido. I canali di separazione sono larghi 40 µm e profondi 10 µm. 
Poiché la procedura di attacco è isotropa, i canali hanno un profilo ellissoidale e il 
fondo del canale è largo circa 20 µm. Il volume del punto di intersezione dei 
canali è di circa 12 pl. Il sistema di rivelazione è basato sulla fluorescenza laser 
indotta con un laser a ioni Ar+ che emette a 488 nm. La sequenza di separazione 
nel chip ciclico sincronizzato è rappresentata in figura 2.24. 
 
 
Figura 2.24 Processo schematizzato di separazione di tre campioni. 
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La figura mostra la separazione contemporanea di tre campioni che chiameremo 
1, 2, 3 con particolare attenzione al ciclo del componente 2. Dopo l’iniezione dei 
tre campioni (A) viene applicata una tensione di 10 kV tra il serbatoio 2 e 6 (B, 
C). Durante questo periodo di tempo, che è denotato come fase 1, il componente 3 
è mostrato mentre lascia il percorso ciclico del quadrato. Quando il componente 2 
ha percorso 3 cm, raggiungendo la posizione in corrispondenza dell’angolo del 
quadrato in alto a destra (C), la tensione viene commutata sui serbatoi 4 e 8 (fase 
2) e mantenuta fino a che il campione non si trova nell’angolo in alto a sinistra 
percorrendo circa 5 cm (D). Durante la fase 2, il composto 1 torna indietro verso il 
punto di iniezione. Questa variazione di direzione è causata dall’inversione del 
trasporto elettrocinetico di massa nel segmento in quella particolare fase. 
L’intervallo di tempo richiesto per far percorrere al campione ¼ del ciclo (2 cm) è 
conosciuto come “tempo di sincronizzazione”. Successivamente la tensione viene 
applicata tra i serbatoi 7 e 3 (fase 3) durante tale fase il componente 1 lascia il 
percorso a forma di quadrato (E) e contemporaneamente viene applicata una 
tensione ai serbatoi 9 e 5 (fase 4, F). Le fasi dalla prima alla quarta possono essere 
ripetute una o più volte in modo che il composto 2 passi davanti al rivelatore 
stazionario (LIF) alla fine di ciascun ciclo. Tenendo fisso il punto di rivelazione, il 
componente è monitorato la prima volta dopo 2 cm e le successive dopo 2+8n cm, 
dove n rappresenta il numero di cicli applicati. Usando questa tecnica la 
separazione può essere ottenuta a tensioni piuttosto basse. 
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2.3 Materiali per substrati 
 
Un altro importante aspetto da considerare nella progettazione dei chip da 
elettroforesi è la scelta del substrato. In letteratura si possono trovare riferimenti a 
vari tipi di substrato: il silicio, impiegato nelle prime applicazioni, e le materie 
plastiche, che hanno avuto un largo utilizzo negli ultimi anni. Di seguito 




2.3.1 Vetro e Quarzo 
Il vetro e il quarzo, grazie alle loro caratteristiche chimico fisiche, sono stati per 
lungo tempo i materiali privilegiati per i substrati dei chip per elettroforesi [9]. Le 
principali caratteristiche che hanno fatto scegliere il vetro come materiale di 
substrato per la realizzazione di dispositivi per separazione elettroforetica sono: 
• è un isolante con un’alta tensione di breakdown; 
• è otticamente trasparente; 
• ha delle caratteristiche di superficie ben note; 
• le tecniche di microlavorazione sono ampiamente sviluppate. 
Per contro il riscaldamento del substrato provoca un allargamento della banda e 
limita il valore massimo del campo elettrico applicabile. Inoltre, gli attacchi 
chimici in fase liquida del vetro sono tutti di tipo isotropo. Questo pone dei 
vincoli relativi alle possibili geometrie e in particolare alla sezione dei canali che 
può essere solo una semicirconferenza o una semiellisse. In figura 2.25 si può 
osservare dei canali realizzati su quarzo. 
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Figura 2.25 Microcanali su quarzo. 
 
2.3.2 Il Silicio 
Uno dei possibili materiali usati come substrato è rappresentato dal silicio. Poiché 
è il principale costituente dei microdispositivi elettronici, le sue caratteristiche 
sono ben note e le tecniche di microlavorazione che lo riguardano sono state 
ampiamente sviluppate e perfezionate nel corso degli ultimi anni. Tuttavia il 
silicio è un semiconduttore e gli strati di film isolante che possono essere cresciuti 
o depositati su di esso sono di spessore tale da non consentire di applicare tensioni 
elevate che sono invece necessarie per un’efficiente separazione del DNA. Inoltre 
il fatto di non essere trasparente rende necessario l’impiego di particolari tecniche 
di lavorazione per poter rendere possibile l’utilizzo di tecniche di rivelazione 
ottica, di cui si è precedentemente accennato. 
 
2.3.4 Le materie plastiche 
Oltre all’utilizzo del vetro e del quarzo negli ultimi anni si è iniziato ad utilizzare 
come substrato i materiali plastici [9] che, grazie alle loro proprietà fisiche, sono 
molto competitivi. I materiali plastici sono otticamente trasparenti e sono inerti ai 
solventi e alla fasi mobili impiegate per le analisi. Quest’ultima è la condizione 
primaria che deve essere rispettata da un materiale impiegato per la realizzare un 
dispositivo per elettroforesi. I principali tipi di materie plastiche utilizzate sono il 
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PMMA (polimetilmetacrilato) e il PDMS (polidimetilsiloxano). Entrambi 
consentono di poter applicare elevati campi elettrici senza osservare il fenomeno 
del breakdown. Per il PMMA, ad esempio, si possono applicare campi elettrici 
dell’ordine di 1100 V/cm [11]. Riassumendo i maggiori vantaggi lavorando con i 
polimeri sono: 
• il basso costo; 
• l’alta intensità di campo elettrico applicabile; 
• la buona capacità di dissipazione del calore. 
Un esempio [13] di canali realizzati su PDMS è visibile in figura 2.26 
 
 
Figura 2.26 Microcanali su PDMS. 
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2.4 Metodi di fabbricazione 
 
L’utilizzo di materiali diversi come substrato implica l’utilizzo di varie tecniche di 
microlavorazione di cui si da una breve descrizione. 
 
 
2.4.1 Fabbricazione per vetro 
Per la fabbricazione di microcanali nel vetro si utilizzano attacchi isotropi in fase 
liquida a base di HF che permettono di ottenere scavi dell’ ordine delle decine di 
micron. Per ottenere scavi più profondi devono essere usate maschere molto 
resistenti per evitare danni alla superficie del vetro, ad esempio un multistrato di 
cromo e oro come vedremo nel capitolo 3. A causa dell’isotropicità dell’attacco 
non è possibile ottenere qualsiasi rapporto tra profondità e larghezza. 
 
 
2.4.2 Fabbricazione per il silicio 
I metodi più significativi di attacco del silicio si possono classificare nelle 
seguenti categorie: umido anisotropo, umido isotropo, secco anisotropo. Nel caso 
dell’attacco umido anisotropo viene comunemente utilizzata una soluzione di 
KOH, la cui velocità di attacco è superiore nella direzione cristallina {100} 
piuttosto che nella direzione {111}. Le strutture che si possono ottenere con 
questo tipo di attacco hanno una sezione a forma di V come illustrato nella parte a 
sinistra della figura 2.27. Nel caso dell’attacco umido isotropo vengono utilizzate 
soluzioni contenti HF e HNO3. I canali, che presentano una sezione semicircolare, 
hanno delle caratteristiche che dipendono dalla composizione della soluzione di 
attacco. L’attacco in fase secca anisotropo si ottiene utilizzando un plasma 
mediante una tecnica denominata “Reactive Ion Etching” (RIE). Nella parte 
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centrale della figura seguente si può osservare la tipica configurazione ottenibile 




Figura 2.27 Sezioni ottenute con attacchi anisotropi e isotropi. 
 
 
Un metodo che si basa sulla possibilità di ottenere le geometrie desiderate, 
utilizzando gli attacchi precedentemente descritti, e che risolve i problemi 
intrinseci del silicio nel suo utilizzo come substrato per dispositivi per 
elettroforesi è il “Ground Plate Supported Insulated Channel” (GPSIC). Nella 
figura 2.28 è illustrato tale metodo di fabbricazione. La geometria viene trasferita 
preventivamente sul substrato mediante processi di fotolitografia standard. 
Dopodiché i canali sono realizzati utilizzando una delle tecniche sopra descritte in 
base alla sezione del canale che si vuole ottenere. In seguito il silicio, che contiene 
la geometria, è ricoperto con uno strato di 50 nm di nitruro di silicio deposto con 
la tecnica Low Pressure Chemical Vapor Deposition (LPCVD) e con uno strato di 
600 nm di ossido di silicio necessario per poter unire con la tecnica del bonding 
anodico uno strato di vetro al substrato di silicio. Dopo che i due substrati sono 
stati uniti il silicio viene attaccato in soluzione in maniera isotropa lasciando i 
canali costituiti dal nitruro di silicio. L’inconveniente di questa tecnica è 
rappresentato dalla fragilità della struttura dei canali ottenuti. 
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2.4.3 Fabbricazione per materie plastiche 
I principali metodi per la fabbricazione di chip plastici sono [9]: 
• ablazione laser; 




Il metodo di ablazione laser prevede l’assorbimento da parte del substrato di una 
luce laser pulsata, la quale genera delle transizioni elettroniche che spezzano i 
legami chimici delle catene polimeriche [9]. Queste transizioni causano delle onde 
d’urto che provocano la decomposizione dei polimeri in diversi prodotti (per 
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esempio C2O2, CO2, CO) i quali devono essere espulsi lasciando le cavità, come si 
può notare dalla figura 2.29. 
 
 
Figura 2.29 Passi del processo di ablazione con laser UV. 
 
In molti casi è utilizzato un laser a KrF che opera a 248 nm con densità di energia 
di 5 J/cm2. La profondità dei canali è determinata dall’energia dell’impulso e dal 
numero di impulsi laser che colpiscono la singola area del substrato. Per esempio 
sono state osservate profondità di canale di 37 µm a seguito di un’esposizione a 
250 impulsi/mm ed una distanza di 193 nm dal laser ad eccimeri. Molti polimeri 
commerciali come il polistirene, la nitrocellulosa, il PMMA possono essere 
lavorati con questa tecnica. La tecnica dell’ablazione laser può essere eseguita 
secondo due modalità: 
• la prima prevede che la maschera sia utilizzata per definire lo spot del laser 
e che il substrato sia traslato sotto il fascio laser; l’area massima di 
ablazione è definita dalla larghezza iniziale del fascio e il tempo impiegato 
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per ottenere la geometria è determinato dalla velocità di ripetizione del 
laser, dalla lungezza dei canali e dalla profondità che si vuole ottenere; 
• la seconda modalità prevede che la maschera definisca l’intera geometria e 
il movimento di substrato e maschera siano sincronizzati. Il tempo 
impiegato a scavare una certa area è determinato dal numero di impulsi 
laser richiesti per ottenere lo spessore desiderato. 
Le maschere sono generalmente costituite da un doppio strato di cromo e quarzo. 
 
Stampaggio a caldo 
La tecnica denominata “Stampaggio a caldo” utilizza un modello ottenuto su 
silicio attraverso le tecniche consuete di micromachining. Dopo aver portato lo 
stampo e il substrato di plastica ad una temperatura superiore alla temperatura Tg 
di rammollimento del substrato, i due vengono premuti insieme utilizzando forze 
dell’ordine di alcuni Kilonewton per alcuni secondi. Un esempio di strutture 
ottenibili è rappresentato in figura 2.30. 
 
 
Figura 2.30 (A) Canali prodotti sul PMMA con la tecnica dello stampaggio a caldo. 
(B) Stampo di silicio utilizzato. 
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Mentre le forze sono ancora applicate, l’assemblaggio è lentamente raffreddato 
fino a una temperatura tipicamente di 20°C inferiore a Tg. In genere, non si fa 
raffreddare ulteriormente l’assemblaggio per evitare l’insorgenza di stress termici 
dovuti ai differenti coefficienti di dilatazione termica dello stampo e del polimero. 
Tali stress, inoltre, sono la principale causa della replicazione degli errori. Dopo 
tale passaggio lo stampo e il polimero sono separati ottenendo la geometria 
desiderata sul polimero.  
 
Figura 2.31 Schema del processo dello stampaggio a caldo applicatola PDMS. 
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I tempi di processo per lo stampaggio a caldo possono essere brevi, tipicamente 5 
minuti per oggetto. Uno dei principali vantaggi che questa tecnica ha rispetto alla 
altre è che gli errori di replicazione sono minimizzati grazie all’utilizzo delle 
pressioni controllate. Un esempio di stampaggio a caldo applicato al PDMS è 
rappresentato in figura 2.31. Lo schema precedente descrive i passi principali del 
processo di lavorazione di un microchip in PDMS [4]:  
• definizione della geometria della struttura su un film di fotoresist negativo 
deposto su un wafer di silicio; 
• posizionamento dei cilindretti di vetro in corrispondenza dei pozzetti per 
gli analiti e per i buffer; 
• premitura di uno strato di PDMS sopra lo stampo di silicio a 65°C per 
un’ora; 
• rimozione della replica in PDMS, contenente la geometria in negativo 
della struttura dello stampo; 
• esposizione della replica in PDMS e di un altro pezzo di PDMS ad un 
plasma di ossigeno per 1 minuto e loro successiva unione; l’ossidazione 
consente di ottenere un legame irreversibile tra i due pezzi di PDMS e, 
inoltre, i gruppi silanolo Si-OH formatesi sulla superficie del PDMS 
consentono di ottenere, con un trattamento in soluzione acquosa e basica, 




Un processo interessante è la LIGA (Lithographie Galvanoformung Abformung), 
in cui i canali sono ricavati su un substrato di PMMA usando fasci di raggi X 
generati da una radiazione di sincrotroni [12]. Questa tecnica utilizza resist 
sensibili ai raggi X per formare microstrutture degradando il polimero attraverso 
rotture a livello molecolare [10]. Il resist più comunemente usato è il PMMA 
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perché i raggi X leggeri di lunghezza d’onda 7-8 Å possono rompere i legami del 
polimero, rendendolo solubile in opportune soluzioni di sviluppo. Un passaggio 
fondamentale per tale tecnica è la creazione di una maschera adatta ai raggi X, che 
possa essere riutilizzabile per più esposizioni. La maschera si ottiene depositando 
uno spessore di resist di circa 10-20 µm su una superficie conduttrice trasparente 
ai raggi X, come il Kapton o la grafite. Il disegno dei canali viene trasferito sulla 
maschera per i raggi X con le solite tecniche di litografia a raggi UV. Un substrato 
di PMMA viene quindi posto sotto tale maschera ed esposto al fascio di raggi X. 
Ovviamente la profondità dei canali dipende dal tempo d’esposizione e 
dall’energia del fascio. In figura 2.32 sono mostrati i canali ottenuti con il 
processo LIGA [12]. 
 
 
Figura 2.32 Scavi ottenuti su PMMA. 
 
Con questa tecnica le pareti del dispositivo risultano estremamente lisce ed inoltre 
è possibile ottenere canali stretti e profondi. Dopo l’esposizione il PMMA viene 
sviluppato ed incollato ad un ulteriore strato di PMMA con un processo di 
bonding termico. 
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Figura 2.33 Dispositivo su PMMA lavorato con la tecnica LIGA. 
 
Il dispositivo finito, mostrato in figura 2.33, è dotato di serbatoio per la PCR di 1 
mm di diametro e profondo circa 100 µm, che permette di utilizzare volumi 
dell’ordine dei nanolitri. Il microcanale è largo 50 µm e profondo 100 µm ed è 
utilizzato per la separazione veloce dei frammenti di DNA. 










In questo capitolo verranno presentate le tecniche utilizzate per la realizzazione 
del dispositivo µ-TAS e le prove di taratura dei singoli processi di seguito 
elencati: 
• Microlavorazione del vetro Pyrex. 
• Fusion Bonding Pyrex, Pyrex 
• Anodic Bonding 
o Silicio, Pyrex 
o Vetro-Si policristallino, Vetro 
o Pyrex-Si policristallino, Pyrex 
o Vetro-Al, Vetro 
o Pyrex-Al, Pyrex 
• Microlavorazione del silicio. 
 
 
3.1 MICROLAVORAZIONE DEL VETRO PYREX 
 
Il vetro che andiamo a utilizzare nei nostri esperimenti  è un borosilicato chiamato 
Borofloat 33 la cui composizione è visibile in figura 3.1, mentre le caratteristiche 
termiche, elettriche e meccaniche sono riportate nella tabella 3.1. 
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Figura 3.1: Composizione borofloat 33 
 
 
Parametri  Valori 
Densità 2,2 gr/cm3 
Modulo di Young 64 kN/mm2 
Coeff. Di espansione termica 3,25 10-6 K-1 
Punto di rammollimento 510 °C 
Resistività volumetrica a 300 °C 4,6 Ωcm 
Costante dielettrica a 20 °C 4,6 
Tabella 3.1: Parametri  
 
In letteratura troviamo varie soluzioni adottate per attaccare chimicamente il 
vetro, di seguito ne riportiamo due in particolare : 
• Attacco senza mascheratura mediante reazione chimica attivata da laser 
ultravioletto [14]. 
• Attacco in fase liquida con soluzione a base di HF e mascheratura di 
cromo. 
 
Nel primo caso la mascheratura non è necessaria in quanto la reazione chimica 
avviene solo nella zona interessata dallo spot del laser di 6 µm di dimensione 
minima. La geometria dei canali è generata spostando il campione insieme alla 
camera di reazione tramite una piattaforma a controllo numerico (CNC stage). In 
figura 3.2 è riportata una rappresentazione dell’apparato. 
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Figura 3.2: Schema del sistema Maskless 
 
Con questo metodo sono stati ottenuti canali di 100 µm di larghezza, 10 µm di 
profondità e 100 mm di lunghezza in un tempo pari a 12 minuti. Evidentemente la 
velocità di esecuzione e la ripetibilità della geometria sono le caratteristiche 
principali del processo, che è indicato per una realizzazione su scala industriale. 
Per applicazioni di ricerca e sviluppo sono sufficienti i metodi tradizionali che pur 
essendo lenti mantengono un alto livello di economicità. 
 
 
3.1.1 Tipi di maschere 
Negli attacchi in fase liquida a base di HF il campione deve essere protetto da una 
maschera resistente all’HF, in base alla natura di questa si distinguono varie 
tipologie che sono: 
• Soft mask 
• Hard mask 
• Very Hard mask 
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Le soft mask sono costituite dal solo resist e, a causa della ridotta aderenza di 
questo al vetro, sono indicate per attacchi di breve durata e a bassa temperatura. 
 
Hard Mask 
Le hard mask sono costituite da uno o due strati metallici e uno strato di resist che 
è usato sia come maschera per i film sottostanti sia come maschera per il vetro. 
Un tipico esempio sono Cr/Resist, da noi utilizzata, o Cr/Au/Resist. L’utilizzo di 
più metalli serve a limitare la difettosità della maschera in quanto i film successivi 
coprono eventuali difetti dei film sottostanti. Anche le caratteristiche di adesione 
al vetro sono migliorate dato che il cromo aderisce meglio del resist al vetro e a 
sua volta il resist aderisce bene al Cr o al Au. Lo strato di Au serve a proteggere il 
cromo dall’attacco dell’HF. Tutte queste caratteristiche permettono di impiegare 
tali maschere in attacchi di durata e temperatura maggiori. 
 
Very Hard Mask 
In letteratura si riportano anche maschere multilayer di cromo e oro [15], un 
esempio è la maschera così formata: Cr/Au/Cr/Au/Resist  SPR220-7 di spessore 
rispettivamente 60nm/400nm/60nm/400nm + 20µm di SPR220-7 realizzato in due 
fasi di spinning. Questa maschera consente di realizzare attacchi di 38 minuti con 
soluzioni di HF al 48% a temperatura ambiente senza la comparsa di alcun difetto 
sulla superficie del Pyrex. 
 
 
3.1.2 Taratura attacco del Pyrex 
In questa tesi si è optato per una maschera di tipo Hard il più semplice possibile 
per limitare i tempi di realizzazione. La maschera è costituita da un film di cromo 
(Cr) deposto mediante evaporatore a fascio elettronico con i seguenti parametri: 
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• Temperatura camera: 280°C 
• Pressione camera: 61,6 10−⋅ Torr 
• Tempo di evaporazione: 45 minuti 
• Velocità di deposizione: 0,31 Å/secondo 
• Spessore film misurato al profilometro: 85 nm 
 
Successivamente viene steso uno strato di resist mediante singola operazione di 
spinning ottenendo così un film di spessore pari a 1,6 µm di fotoresist S1818. 
Basandoci sui dati dei precedenti lavori di tesi [16] è stato eseguito un attacco di 
prova per verificare la durata della maschera su due campioni di vetro comune. In 




Figura 3.3: a) evaporazione cromo b) stesura resist c) Impressionamento con raggi UV d) 
Sviluppo e) Rimozione cromo  f) Attacco in soluzione di HF. 
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La soluzione a base di HF utilizzata è identica per tutti gli esperimenti: 
• Acido fluoridrico (HF):  24,36 gr 
• Acido nitrico ( 3HNO ):  104,56 gr 
• Acqua deionizzata ( 2H O ) fino a 200 ml 













5 38 18,37 3,67 OK 
10 38 36,86 3,68 NO oltre 8’ 
 
Tabella 3.2 Risultati attacco su vetro comune. 
 
Dai risultati ottenuti si è deciso di limitare il tempo di attacco a 7 minuti. Dato che 
il Pyrex viene attaccato più lentamente rispetto al vetro comune è necessario 
realizzare una serie di prove per tarare il processo realizzando una semplice 
litografia contenente un canale di larghezza pari a 20µm. 


















7 38 41 8,78 36,80 1,25 
7 43 48 10,54 44,66 1,51 
7 52 55 16,45 53,46 2,35 
7 60 65 20,656 62,53 2,95 
7 65 72 23,842 72,00 3,41 
 
Tabella 3.3: Risultati attacco su vetro Pyrex. 
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La prima prova è stata eseguita con una temperatura di 38°C uguale a quella 
dell’esperimento su vetro comune per confrontare la velocità di attacco nei diversi 
tipi di vetro. Come possiamo notare per il Pyrex la velocità di attacco è 
notevolmente inferiore praticamente un terzo. In figura 3.4 vengono riportati 
graficamente i dati sperimentali. 

































Figura 3.4: Rappresentazione grafica risultati attacco Pyrex. 
 
Per la temperatura di 65 °C si è riscontrato un aumento della sfrangiatura del 
bordo dei canali. Questo è, probabilmente, dovuto alla rottura della parte di cromo 
che rimane sospesa a causa del sotto-attacco. Infatti la soluzione di HF, essendo 
isotropa, attacca il Pyrex sotto la maschera lasciando una mensola di cromo 
sospesa di circa 24 µm spessa solo 85nm. Dati gli stress residui del film di cromo 
deposto, è plausibile che questa mensola di cromo si rompa riducendo così la 
funzione di mascheratura. Per limitare questo effetto devono essere cresciuti film 
di cromo più spessi: ad esempio, nelle maschere metalliche multistrato, si arriva 
anche ad 1 µm di spessore totale. 
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3.2 FUSION BONDING DI DUE VETRI PYREX 
 
Il Fusion bonding è un processo puramente termico impiegato per unire 
irreversibilmente due superfici di vetro. I campioni da unire vengono puliti in 
modo rigoroso, posizionati uno sull’altro e riscaldati all’interno di un forno a 
muffola nei pressi della temperatura di rammollimento del vetro. Dopo un tempo 
molto lungo, che può arrivare anche a 20 ore, i due oggetti risultano perfettamente 
uniti in un unico corpo solido. Questo metodo è l’ideale per la sua semplicità 
quando non vi siano problemi per l’elevata temperatura raggiunta o quando 
l’applicazione di un campo elettrico elevato, come nell’ anodic bonding, può 
presentare problemi al dispositivo. 
 
3.2.1 Disposizioni adottate dei campioni nel forno. 
Nel processo di fusion bonding un ruolo molto importante è svolto dalla pressione 
che unisce le due superfici di  contatto. Se il campione è abbastanza grande è 
sufficiente il suo stesso peso per la buona riuscita del processo. Tuttavia ma in 
altri casi, come i vetri sottili, è necessario l’ausilio di un peso aggiuntivo che può 
essere una mattonella di Macor. Questo materiale ha una temperatura di utilizzo 
molto elevata (800°C costanti - 1.000°C di picco) [17] e, nonostante presenti una 
superficie non completamente liscia, è idoneo allo scopo. In figura 3.5 possiamo 
vedere due possibili disposizioni all’interno del forno a muffola, con o senza peso 
per favorire il contatto tra le parti. In alternativa alle mattonelle di Macor in 
letteratura [18] si trova l’uso di mattonelle in ceramica e piatti di allumina 
interposti tra queste e il campione. L’utilizzo del Macor rende la superficie del 
vetro leggermente puntinata ma, se non vengono superati i 645°C, questo effetto è 
appena percettibile. 
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Figura 3.5 a) disposizione senza peso b) Con peso costituito da mattonella di Macor 
 
Altra disposizione possibile che minimizza il fenomeno della puntinatura e 
consente di mettere in pressione le superfici consiste nell’utilizzo di due supporti 
laterali. Questi sono pezzi gia saldati dello stesso spessore e materiale dei 
campioni da unire. La differenza minima di spessore tra i due campioni e gli 
spessori determina all’inizio una maggiore pressione al centro che facilita il 
bonding e in un secondo momento, quando inizia il bonding, una distribuzione 
della pressione su una superficie maggiore diminuendo l’effetto della puntinatura 








Figura 3.6: Disposizione con Macor e supporti laterali. 
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3.2.2 Risultati prove di Fusion Bonding 
Di seguito nella tabella 3.4 sono riportati in modo riassuntivo i risultati delle 
prove di fusion bonding realizzate in laboratorio; ogni prova ha delle fasi in 
comune che sono: rampa di riscaldamento del forno da 25°C a Tmax pari a 1 ora e 
un trattamento dei campioni prima del bonding con attacco piranha di 15 minuti a 
150°C in proporzioni 3:1 che verrà descritto dettagliatamente nel capitolo 
successivo. Altro dato a comune è la modalità di raffreddamento che per i motivi 
gia esposti è eseguito in modo naturale a forno spento. In figura 3.7 è 








Figura 3.7: Profilo di temperatura. 
 
Come si può osservare dai dati riportati in tabella 3.4 sono stati utilizzati campioni 
di spessore 0,5 mm e 1 mm: per i primi è stato sufficiente un tempo pari a 15 ore 
per ottenere un buon risultato mentre, a parità di temperatura, per i vetri più spessi 
è necessario un tempo maggiore oppure, a parità di tempo, una Tmax maggiore. 
Le prove hanno evidenziato che la presenza di un peso ulteriore è necessaria per 
ottenere un risultato soddisfacente e, vista la validità dei supporti laterali, la 
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configurazione ottimale del processo per campioni spessi 1 mm è data dai 
seguenti parametri: 
• Attacco “Piranha” preliminare; 
• Mattonella di Macor aggiuntiva con supporti laterali; 
• Tmax = 645°C; 
• Tempo totale = 1h rampa + 20h a T = Tmax; 













laterali Risultato bonding 
1 0,5 640 15 Si No OK 
2 0,5 640 15 No No Scarso 
3 1 650 15 Si No OK 
4 1 640 20 Si No OK 
5 1 640 20 No No Zone non unite ai bordi 
6 0,5 630 20 Si Si Zone non unite ai bordi 
640 20 Si Si 
Zone non unite ai bordi e 
presenza di bolle d’aria 
all’interno 7 0,5 
650 20 Si Si 
Trattamento eseguito sul 
campione precedente. 
Miglioramento ai bordi 
8 1 645 20 Si Si OK 
9 1 645 20 Si Si OK 
 
Tabella 3.4: Risultati fusion bonding. 
 
In figura 3.8 è riportata una foto al SEM della sezione di un microcanale ottenuto 
su vetro dove si può notare il profilo ellissoidale della sezione. 
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Figura 3.8 Foto al SEM della sezione di un microcanale su vetro. 
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3.3 ANODIC BONDING 
 
L’ anodic bonding è una tecnica molto versatile e relativamente semplice da 
realizzare, che permette di saldare irreversibilmente molti materiali al vetro 
borosilicato con una temperatura massima al di sotto del punto di rammollimento. 
In letteratura si trovano riferimenti ai seguenti casi di anodic bonding : Si-Pyrex 
[19], Pyrex/Si policristallino-Pyrex [20] e anche vetro Zerodur/Al-Zerodur [21]. 
Nel corsodi questa tesi è stata studiata la possibilità di impiegare questo tipo di 
bonding per unire tra loro due vetri [22,23,24] con lo scopo di sostituire il fusion 
bonding che, seppur semplice, richiede un’accurata pulizia dei materiali ed è un 
processo molto lungo. Inoltre le basse temperature dell’anodic bonding 
garantirebbero un minore stress del dispositivo. E’ stato inoltre verificato 
l’impiego del bonding anodico per unire ai vetri i cover di silicio. Nei paragrafi 
successivi verranno illustrati i dati raccolti dai vari esperimenti. 
 
 
3.3.1 Anodic bonding Si-Pyrex 
Questa tecnica è usata per saldare in modo irreversibile il silicio al vetro ad una 
temperatura ben al di sotto di quella di rammollimento. Nelle prove effettuate è 
stata impiegata una temperatura di 450 °C. Il principio su cui si basa è la 
formazione di legami all’ interfaccia mediante l’utilizzo di un forte campo 
elettrico. Tale campo è generato tramite l’applicazione di una d.d.p. tra i 500 e gli 
800 Volt con il polo positivo sul silicio e quello negativo sul vetro. La mobilità 
degli ioni O2- e Na+ dà luogo al flusso di corrente nel vetro. Gli ioni Na+ sono 
attratti dal polo negativo lontano dall’ interfaccia mentre gli O2- sono attratti verso 
questa dal polo positivo formando una elevata densità di carica localizzata in una 
piccola regione. La maggior parte della d.d.p. è presente nel piccolo spazio tra i 
due materiali realizzando un forte campo elettrico che ha la funzione di avvicinare 
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le due superfici mediante l’attrazione elettrostatica. La presenza degli ioni O—
favorisce la formazione di legami chimici Si-O che rendono irreversibile l’unione 
dei due materiali. Dalle prove effettuate questo processo è molto veloce: una volta 
portato in temperatura e applicata la d.d.p. in circa 10 minuti si ottiene la saldatura 
di un pezzo di silicio di 5 mm x 15 mm. Uno schema del dispositivo utilizzato per 





Figura 3.9: Schema del dispositivo utilizzato.  
 
 
Nelle prove di bonding effettuate sono stati utilizzati campioni di silicio su cui è 
stato ricavato il canale per l’alloggiamento del capillare di quarzo, mediante 
fotolitografia e attacco in KOH. I dati sperimentali sono riassunti in tabella 3.5 e 
si può notare che l’aumento dello spessore del Pyrex comporta un lieve aumento 
della tensione massima necessaria per la riuscita del processo. Un fattore molto 
importante è svolto dalla qualità della superficie ovvero dalla mancanza di difetti 
superficiali che ostacolano il bonding. Infatti, nel caso di campioni di silicio molto 
rovinati, a causa del cedimento della maschera di ossido durante l’attacco in 
KOH, si deve arrivare a Tmax di 530 °C e Vmax di 900 Volt. 
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[min] Risultato Condizioni particolari 
1 500 425 10 OK Superficie Si Buona; Spessore Pyrex 1mm 
2 500 450 10 OK Superficie Si Buona; Spessore Pyrex 1mm 
3 500 450 15 OK Superficie Si Buona; Spessore Pyrex 1mm 
4 650 450 30 OK Superficie Si Rovinata; Spessore Pyrex 2mm 
5 900 530 60 OK Superficie Si Molto Rovinata;  Spessore Pyrex 2mm 
6 600 450 30 OK Superficie Si Buona; Spessore Pyrex 2mm 
 




3.3.2 Anodic bonding Vetro/Si-Vetro e Pyrex/Si-Pyrex 
Il processo di bonding anodico non può funzionare tra vetro e vetro perché 
all’interfaccia gli ioni Na+ e O2- sono liberi di passare e non danno luogo 
all’accumulo di densità di carica necessario per l’instaurarsi del forte campo 
elettrico. Per interporre una barriera all’interfaccia viene deposto su uno o 
entrambi i campioni un film che può essere costituito da silicio amorfo,  nitruro o 
altro come riportato in tabella 3.6. 
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Tabella 3.6: Film intermedi. 
 
Lo strato 1 è deposto sul campione tenuto a potenziale positivo e lo strato 2 su 
quello a potenziale negativo, i + e i – indicano la riuscita o meno del processo. Tra 
le soluzioni presenti in letteratura si è optato per la configurazione seguente: 
• Strato 1= Polisilicio 
• Strato 2= Nessuno 
 
Lo strato di polisilicio è stato deposto mediante evaporazione a fascio elettronico 
alla pressione di 2.10-6 mBar usando un crogiolo formato da silicio tipo n 
frammentato. Sono stati preparati campioni di vetro porta oggetto da laboratorio e 
vetro Pyrex con vari spessori del film da 32,9 nm a 252 nm e sono stati adottati 
vari trattamenti preliminari: 
• Lavaggio in acido nitrico (HNO3) al 65% 
o Durata di 15 minuti 
• Lavaggio con soluzioni RCA1 e RCA2. 
o Durata: 20 minuti ciascuna 
o Temperatura : 60°C 
o Composizione RCA1: NH4OH, H2O2, H2O in proporzioni (1:4:20) 
o Composizione RCA2: HCL, H2O2, H2O in proporzioni (1:1:6) 
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• Attacco Piranha: 
o H2SO4, H2O2 in proporzioni (3:1) 
o Durata: 10 – 20 minuti 
o Temperatura: 150 – 200 °C 
 
In tabella 3.7 sono riportati i dati relativi alle prove effettuate che, come si può 
notare, non anno fornito esiti soddisfacenti. 
 






e [nm] Trattamento Esito 
1 C 800 450 32,9   Rottura
2 C 800 400 32,9   No 
3 C 800 450 82,7   Rottura
4 Py 1000 450 82,7   No 
5 C 850 450 202,5   No 
6 C 850 450 202,5 Piranha 20' 200°C No 
7 C 1100 450 202,5 Piranha 10' 150°C No 
8 C 900 450 202,5 Nitrico 15' Rottura
9 Py 1000 500 252,0 Contattato Si con anodo No 
10 Py 1450 510 252,0 Come 9°+ Nitrico 15' No 
11 Py 1000 450 252,0 Come 10° + 10' ultrasuoni in acetone No 
12 Py 1200 450 252,0 RCA1 20' + RCA2 20' 60°C  No 
Tipo vetro: C = Comune, Py = Pyrex  
 
Tabella 3.7: Risultati prove di bonding V/Si-V e Py/Si-Py 
 
 
I casi di rottura riportati sono avvenuti solo con il vetro comune caratterizzato da 
una rigidità dielettrica inferiore rispetto al Pyrex. Altra causa di rottura è il 
surriscaldamento del vetro sotto la punta del catodo dovuto alla corrente di 
bonding che arriva a superare 1,5 mA. Un motivo di discostamento dei risultati 
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sperimentali da quelli riportati in letteratura può essere ricercato nella bontà dello 
strato di silicio deposto, mentre un miglioramento potrebbe essere la realizzazione 
del processo di bonding in vuoto, come riportato in alcuni articoli. Questo 
comporterebbe la necessità di realizzare un sistema molto più complesso che 
preveda una camera a vuoto e la possibilità di manipolare i campioni dall’esterno. 
Naturalmente un tale sistema risulterebbe più sconveniente in termini di praticità 
rispetto al fusion bonding. Quindi per la realizzazione del µ-TAS si è deciso di 
continuare ad usare il fusion bonding che, nonostante sia caratterizzato da lunghi 




3.3.3 Anodic bonding Vetro/Al-Vetro e Pyrex/Al-Pyrex 
Si è voluto indagare anche la possibilità di utilizzare uno strato di alluminio (Al) 
interposto tra le due superfici dato che in letteratura è riportato un caso analogo 
anche se con un vetro diverso da quelli usati nei nostri esperimenti. Il vetro in 
questione è di tipo Zerodur ed è caratterizzato da una resistività di 106 Ωcm a 
300 °C più bassa di quella del Pyrex. Infatti, nelle prove, quest’ultimo non ha dato 
risultati positivi a causa della scarsa corrente di bonding. Il film di alluminio è 
stato ottenuto mediante deposizione termica ad una pressione della camera di 
2.10-6 mBar e lo spessore ottenuto è di 230 nm. Come visibile dalla tabella 3.8, gli 
unici casi di bonding riuscito sono quelli con vetro porta oggetto anche se 
purtroppo non sono ripetibili. Un forte limite nel processo è dovuto alla bassa 
rigidità dielettrica del vetro porta oggetto. Altro problema potrebbe essere dovuto 
alla presenza di aria durante il processo che va ad ossidare il film di alluminio 
ostacolando il processo di saldatura. Vista la non riproducibilità del processo e 
l’impossibilità di utilizzare il Pyrex questa tecnica è stata abbandonata. 
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[°C] Trattamento Esito 
1 C 800 410   Si 
2 Py 1050 500   No 
3 C 500 400 Al contattato direttamente Rottura
4 C 400 400 Al contattato direttamente Si * 
5 C 350 410 Come 4° + annealing a 500°C Si * 
6 C 800 410   Si * 
*) Il processo si interrompe e in alcuni casi tende a innescare l'arco elettrico
Tipo vetro: C = Comune, Py = Pyrex  
 




3.4 MICROLAVORAZIONE DEL SILICIO 
 
L’obbiettivo è quello di realizzare un canale nel silicio abbastanza largo e 
profondo da contenere un capillare flessibile di quarzo dello spessore di 300 µm. 
Sfruttando un attacco anisotropo come il KOH è possibile ottenere, su un 
substrato di silicio con orientazione cristallina {100}, uno scavo troncopiramidale 
con pareti inclinate di 54,7°. Dai dati presenti in letteratura si è optato per una 
soluzione di KOH al 30% alla temperatura di 85 °C con una velocità di attacco 
pari a circa 84 µm/h. Per mascherare il silicio nella parte che non deve essere 
attaccata si utilizza uno strato di ossido di silicio (SiO2) cresciuto mediante 
ossidazione termica di tipo wet ad una temperatura di 1050 °C. Lo strato di ossido 
ottenuto è spesso 1,34 µm ed è sufficiente per reggere più di 5 ore all’attacco in 
KOH. Un tempo così lungo è necessario dato che lo scavo finale che accoglierà la 
fibra sarà profondo 400 µm. 
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3.4.1 Taratura attacco in KOH 
La taratura del processo è necessaria per stabilire con precisione la velocità di 
attacco perché, anche in presenza di piccole variazioni, si hanno grandi variazioni 
sulla profondità ottenuta, dato che la durata dell’attacco è di alcune ore. Per lo 
scopo si esegue una litografia di prova su un campione di silicio come riportato in 













La soluzione di KOH preparata è la seguente: 
• KOH in pellets : 44gr 
• H2O deionizzata : 100gr 
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Per determinare la velocità di attacco si è usata la seguente procedura: 
• Definizione di una geometria di test mediante fotolitografia: 
o Deposizione del resist sul campione di silicio. 
o Prebaking, impressionamento, sviluppo, postbaking. Il risultato di 
queste operazioni è rappresentato nella figura 3.9b 
• Rimozione dell’ossido con una soluzione di BHF (figura 3.9c) 
• Una volta eseguito il BHF, si elimina il resist e si esegue una misura al 
profilometro per determinare lo spessore del SiO2. Il risultato è stato 
tox=1,342 µm 
• Si esegue un Attacco in KOH della durata di  1 ora. 
• Tramite il profilometro si esegue una misura della profondità di attacco. Il 
risultato ottenuto è Ph=83,71 µm 
• Si trascura l’attacco dell’ossido rispetto a quello del silicio. Infatti in 
un’ora, dai dati in letteratura [25], si ricava che l’ossido viene attaccato di 
1,2 µm. L’errore commesso sul tempo totale di attacco è circa 3 minuti. Si 
calcola la velocità di attacco tramite la relazione: 
Va=(Ph-tox)  






Con i dati misurati si ottengono i seguenti valori di Va e tempo totale T: 
• Va=82,37 µm/h 
• Tempo totale T=Tr+1=4,85 h equivalente a 4h e 51’ 
 
 
Tecniche di realizzazione                                                                       Capitolo 3 
_                                                                                                                                _ 
 
78 
Nei campioni prodotti in seguito con un attacco completo di 4h e 51’ si è 
riscontrato un forte incremento della velocità di attacco nelle zone in cui si aveva 
un ristagno della soluzione causato dalle bolle di idrogeno che si sviluppano 
durante l’attacco e rimangono intrappolate tra il back e il portacampione. La 
formazione di idrogeno è messa in evidenza dalla reazione chimica, dell’attacco in 
KOH, riportata di seguito. 
 
Si + 2 OH- + 2 H2O → 2-2 2SiO (OH) + 2 H2(g) 
 
 Per ovviare a questo problema la piastrina di silicio è stata posizionata a pochi 
mm di altezza migliorando notevolmente la qualità del back. Nelle prove 
successive si è notato che alcuni campioni hanno riportato dei casi di evidente 
cedimento della maschera che poteva essere dovuto solo ad un diverso spessore 
dell’ossido. La cosa è apparsa strana in quanto i campioni avevano subito il 
processo di ossidazione wet contemporaneamente, anche se i campioni 
appartenevano ad un wafer posto in posizione diversa all’interno del forno. Si è 
ripetuto il processo di ossidazione su altri quattro quarti di wafer 
contemporaneamente ed effettivamente  in uno di questi si è riscontrato una 
variazione del 20% circa dello spessore di ossido. Comunque, come dimostrato 
dai dati sperimentali, anche la superficie del silicio rovinata consente la saldatura 
tramite l’anodic bonding. 
 
3.4.2 Ossidazione wet 
L’ossidazione wet è un processo che permette di crescere uno strato di ossido di 
silicio (SiO2) su un wafer di Si mediante riscaldamento fino a temperature di circa 
1000°C in un ambiente contenente azoto (N2) e vapore acqueo in concentrazione e 
pressione costante. Nei primi esperimenti è stato utilizzato uno spessore di 
1,34 µm, ricavato da precedenti lavori di tesi, che però si è rivelato non sufficiente 
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in alcuni casi. Dai dati in letteratura per una soluzione di KOH al 30% in peso a 
80 °C si ricava una velocità di attacco dell’ossido si silicio, cresciuto con 
ossidazione wet, compresa tra 4,1 e 7,7 nm/min. Se si considera una velocità 
media di 6 nm/min si ricava uno spessore della maschera minimo di 1,75 µm. Per 
avere un elevato margine di sicurezza si è scelto di crescere uno spessore di 2 µm 
sui futuri campioni di silicio. La crescita dell’ossido è modellizzata con il modello 
di Deal e Grove dal quale si ricava, tramite l’approssimazione per tempi lunghi, 
l’equazione: 
 
X02=Kp(t + τ) 
 
dove X0 è lo spessore di ossido cresciuto, kp e τ sono costanti tabulate e t è la 
durata del processo. Per un ossidazione wet τ = 0 e Kp dipende dalla temperatura: 
a T=1050°C Kp=0,398 µm2/h circa da cui si ricava che, per ottenere uno spessore 
di 2 µ, la durata dell’ossidazione è di 10 ore. Dato che le condizioni reali in cui 
viene eseguita l’ossidazione possono discostarsi dalla situazione ideale si è deciso 
di crescere l’ossido con una ossidazione della durata complessiva di 11 ore. Di 
seguito sono riportati i parametri utilizzati nel processo: 
• Temperatura forno 1050°C 
• Vapore ottenuto per gorgogliamento di azoto in acqua deionizzata a 95°C 
• 1° ossidazione di 5,5h 
• 2° ossidazione di 5,5h 
Sono stati sottoposti a trattamento 4 quarti di wafer disposti in modo 
equidistanziato sulla navetta di quarzo come visibile in figura 3.11 e da ognuno si 
è prelevato un campione. Medianti passi di litografia e attacco in BHF si è aperto 
una finestra nell’ossido per misurarne lo spessore tramite profilometro. 
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Figura 3.11: Disposizione wafer nel forno. 
I risultati delle misure sono i seguenti: 
• 1° campione 1,55µm 
• 2° campione 1,99µm 
• 3° campione 1,99µm 
• 4° campione 1,90µm 
Come si può vedere i campioni 2, 3 e 4 rispettano abbastanza la previsione del 
modello matematico mentre il campione 1 si discosta molto. Le possibili cause di 
questo possono essere due: una differenza di temperatura nella posizione 1 
rispetto alle altre o una cattiva distribuzione del flusso di vapore all’ingresso del 
forno. 










Il sistema microfluidico realizzato è costituito da una parte in Pyrex (Borofloat 
33), al cui interno sono ricavati i microcanali, e una in silicio per consentire 
l’accoppiamento di un capillare di quarzo con i fori di accesso del dispositivo. Le 
due parti sono unite mediante un processo gia noto in letteratura detto Anodic 
Bonding. Di seguito sono riportate le descrizioni sommarie delle procedure 
utilizzate per la realizzazione delle due parti, mentre nei paragrafi successivi 
verranno esplicate le singole operazioni con le dovute precisazioni sulle scelte 
effettuate. 
 
Accoppiamento del capillare con il microcanale. 
Un problema importante è la possibilità di iniettare il fluido all’interno del  
dispositivo senza essere vincolati dalla geometria del sistema di analisi e quindi 
interfacciarsi a qualsiasi tipo di macchinario. L’ idea di base consiste nel dotare il 
sistema di un accesso mediante capillare di quarzo flessibile e di un elettrodo 
conduttore per l’applicazione dei potenziali elettrici necessari all’elettroforesi. Le 
dimensioni di tali oggetti sono: 
• Diametro esterno capillare 300 µm 
• Diametro interno capillare  60 µm 
• Diametro elettrodo 25 µm 
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La soluzione adottata consiste nell’unire al Pyrex un cover di silicio delle 
dimensioni di 4,5 mm x 6 mm al cui centro è presente un canale di sezione 
trapezoidale di dimensioni tali da permettere l’alloggiamento del capillare e 
dell’elettrodo conduttore. Il silicio utilizzato ha le seguenti caratteristiche: 
• Drogaggio di tipo n 
• Resistività 2,4 ÷ 4 Ωcm 
• Orientazione cristallina {100} 
• Spessore ossido superficiale: 1,34 µm 
Nel silicio viene realizzato uno scavo mediante un attacco anisotropo in KOH il 
cui angolo di attacco è ricavabile dalla relazione ( ) 2tg α =  e quindi α =54,7 
gradi. Con i dati fino a qui riportati si ricava la larghezza superiore minima del 
canale pari a 676 µm comunque per avere un certo margine di sicurezza si è 
optato per le seguenti misure: 
 
• Larghezza superiore (Maschera) :740 um 
• Larghezza inferiore  (Calcolato) :160 um 
• Profondità   :400 um 
• Lunghezza    :3,5 mm 
 
In Figura 4.1  è possibile osservare una schema finale di tale struttura. 
 
Figura 4.1: Fibra alloggiata nello scavo.   
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Fasi di realizzazione del cover in silicio.  
Per la realizzazione del canale si utilizza un wafer di silicio dello spessore di 550 
µm con un ossido di 1,34 µm cresciuto mediante ossidazione wet e dopo averne 
tagliato un rettangolo di 1 cm x 1,5 cm si procede con i seguenti passi: 
• Pulizia con ultrasuoni e risciacquo 
• Disidratazione 





• Attacco in BHF 
• Rimozione fotoresist in acetone e pulizia. 
• Attacco in KOH  
• Taglio 
• Pulizia e risciacquo. 
 
Descrizione del supporto in Pyrex 
Questa parte del dispositivo si compone di due unità: 
• Supporto Microlavorato o Bottom 
• Cover 
entrambe delle dimensioni di 15 mm x 45 mm x 1 mm. 
Nella parte microlavorata sono realizzati, mediante attacco chimico isotropo in 
fase liquida, i canali con profondità pari a 23,8 µm e larghezza 72 µm che 
rappresentano il nucleo del dispositivo dove il fluido scorrerà spinto dal campo 
elettrico applicato. Altri canali di larghezza maggiore , 150 µm , sono stati 
realizzati vicino ai bordi per facilitare il processo di bonding permettendo una più 
rapida espulsione dell’aria tra le due superfici. Alle terminazioni dei canali si 
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trovano delle zone di area circolare con diametro pari a 2 mm che hanno la 
funzione di serbatoi e in corrispondenza dei quali verrà introdotto il fluido. La 
definizione della geometria è ottenuta mediante maschera di cromo (Cr) e resist 
S1818 e l’attacco è effettuato con una soluzione a base di HF e 3HNO  per la 
quale è stato necessario valutare la velocità di attacco in funzione della 
temperatura. Tutte le prove effettuate a tale scopo sono descritte nel precedente 
capitolo 3 insieme alle problematiche di resistenza del tipo di maschera utilizzato. 
Il cover ha la funzione di coperchio per sigillare i microcanali e su di esso sono 
realizzati, in corrispondenza dei serbatoi, i fori di accesso mediante trapano a 
colonna di precisione e punta diamantata da 1 mm. Proprio su questi fori verranno 
centrati e saldati i cover in silicio. 
Nella figura 4.2 si possono vedere rappresentate in modo schematico 







Figura 4.2: Rappresentazione non in scala di cover e bottom. 
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Fasi di realizzazione del dispositivo in Pyrex. 
Vediamo in modo schematico le fasi che devono essere eseguite per la 
realizzazione dei microcanali e del dispositivo in Pyrex: 
• Pulizia e risciacquo in ultrasuoni 
• Disidratazione 
• Evaporazione Cromo mediante Evaporatore a Electron-beam (cannone 
elettronico) 
• Pulizia e risciacquo 
• Asciugatura in flusso di aria calda 





• Rimozione Cromo 
• Protezione Back del campione 
• Attacco del Vetro 
• Pulizia e risciacquo 
• Rimozione Resist 
• Allineamento con il cover e marcatura dei fori 
• Rimozione completa del Cromo 
• Foratura del Cover 
• Pulizia e attacco Piranha di bottom e cover 
• Preparazione e allineamento per il Fusion Bonding 
• Fusion Bonding 
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A questo punto la seconda parte del dispositivo è pronta e non rimane altro che 
passare all’ ultima fase dove i cover di silicio verranno saldati sul dispositivo 
tramite Anodic Bonding. 
 
Assemblaggio del dispositivo 
L’ ultima parte del processo consiste nella saldatura dei cover di silicio sulla 
superficie di Pyrex in corrispondenza dei fori di accesso ai microcanali. Come gia 
accennato il metodo utilizzato è l’ anodic bonding che in questo caso è 
particolarmente indicato data la relativa semplicità di realizzazione e la 
temperatura del processo che non supera i 500°C. Come già spiegato in 
precedenza, nel bonding anodico il potenziale negativo viene applicato da un 
elettrodo di area molto piccola. Questo comporta, dato l’elevato numero di oggetti 
da saldare contemporaneamente, la necessità di ripetere due volte l’ operazione.  
La prima volta verrà posizionato l’ elettrodo nella zona di incrocio tra i due 
microcanali poiché è equidistante dai tre cover di silicio permettendo una eguale 
ripartizione della corrente di bonding. La seconda volta il posizionamento avverrà 
sopra il cover di silicio rimanente.   
Passiamo ora a elencare le fasi principali : 
• Pulizia dei 4 Cover in silicio 
• Pulizia dispositivo in Pyrex 
• Disposizione e allineamento dei tre cover 
• Anodic Bonding 
• Disposizione e allineamento ultimo cover 
• Anodic Bonding 
A questo punto il dispositivo è completo e devono essere inserite le fibre e l’ 
elettrodo con l’ausilio di un microscopio ottico. Dopodiché non resta che sigillare 
ogni entrata con del collante. In figura 4.3 è riportato in modo schematico il 
dispositivo µ-TAS completo. 
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Figura 4.3: Rappresentazione non in scala del µ-TAS con accessi mediante capillari flessibili 
in quarzo. 
 
Realizzazione del sistema microfluidico                                               Capitolo 4 
 
_                                                                                                                                _ 
 
88 
4.1 REALIZZAZIONE DEL COVER IN SILICIO 
 
4.1.1 Pulizia preliminare 
In questa fase il campione di 1 cm x 1,5 cm viene pulito in 2H O  deionizzata, 
prima rimuovendo le impurità più grandi e resistenti con strofinamento meccanico 
e poi con un ciclo di 10 minuti di ultrasuoni per la rimozione delle impurità 
microscopiche. La pulizia iniziale è importante per una uniforme distribuzione del 
resist e una corretta definizione della maschera di ossido di silicio. Una volta 
risciacquato ed asciugato il campione si passa alla fase successiva.   
 
4.1.2 Disidratazione 
Questa fase è necessaria per fare desorbire l’ 2H O  all’ interno del 2SiO  che 
altrimenti andrebbe a ridurre l’adesione del fotoresist. Più è elevata la forza di 
adesione minori saranno i rischi di un distacco del resist dalla superficie e minore 
sarà la difettosità della maschera di ossido risultante dopo l’attacco in BHF. Il 
campione viene messo in forno ad una temperatura di 180 °C per un periodo di 
1ora. Subito dopo non appena la temperatura lo consente deve essere eseguita 
l’operazione di spinning del fotoresist per evitare l’eventuale riassorbimento 
dell’ 2H O presente nell’aria. 
 
 
4.1.3 Spinning del Fotoresist 
Il fotoresist è una sostanza fotosensibile ovvero un materiale le cui proprietà 
possono essere modificate mediante l’esposizione alla luce. 
In questa tesi è stato usato il tipo S1818 della Shipley, sensibile alla luce 
ultravioletta, composto da: 
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• 70% di solvente 
• 20% di resina che costituisce la matrice polimerica. 
• 10% di elemento fotoattivo 
 
Proprio l’elemento fotoattivo determina la solubilità o meno della matrice 
polimerica nella soluzione di sviluppo. Il solvente serve a conferire fluidità al 
resist e rendere possibile la stesura mediante centrifugazione ottenendo uno strato 
molto sottile, dell’ ordine del micron. Il macchinario utilizzato per questa 
operazione è lo Spinner costituito da un piatto rotante nel quale è incorporato un 
sistema di vuoto per trattenere il campione durante la rotazione. 
In questa tesi sono stati utilizzati i seguenti parametri: 
• velocità di rotazione 5000 giri/min 
• Tempo di spinning 36 sec 
 
Come risultato si è ottenuto uno spessore di circa 1,6 µm in accordo con le 
caratteristiche riportate nel datasheet del resist. 
 
4.1.4 Prebaking 
La fase successiva è il prebaking e prevede la cottura del film di resist a 95 °C per 
un tempo di 30 minuti. Il tempo e la temperatura sono critici in quanto un piccolo 
discostamento può alterare la quantità residua ottimale di solvente e quindi 
pregiudicare l’adesione del film alla superficie o degradarne la fotosensibilità. Per 
questo motivo i forni utilizzati a tale scopo sono termoventilati e la temperatura è 
controllata digitalmente. Dopo il prebaking il campione viene fatto raffreddare in 
un luogo privo di radiazioni ultraviolette e per il tempo necessario a reidratarsi, 
nel nostro caso sono sufficienti pochi minuti. Infatti la presenza di ioni OH−  è 
fondamentale nel processo di rottura dei legami della matrice polimerica, grazie al 
quale la zona esposta diventa solubile nella soluzione di sviluppo. 
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La litografia è un processo durante il quale tramite radiazione ultravioletta una 
particolare geometria viene trasferita si un elemento fotosensibile. Per fare questo 
viene realizzata una maschera su pellicola fotografica e solo dove la maschera è 
trasparente la radiazione riuscirà a impressionare il resist sottostante. Come 
possiamo notare dalla figura 4.4 si distingue chiaramente l’ area centrale, che 
andrà a realizzare la zona del canale, dove verrà alloggiato il capillare e delle linee 
di spessore 200 µm che delimitando le dimensioni finali dei cover forniscono un 
valido aiuto nella fase di taglio del campione. La maschera attualmente utilizzata 
consente la realizzazione di due cover contemporaneamente ed è stata prodotta in 
laboratorio con il tool grafico L-EDIT e un photoplotter che consente una 
risoluzione di 3000 x 4064 dpi.  
 
Figura 4.4 Negativo maschera per cover di silicio 
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L’ esposizione del resist è stata effettuata mediante un allineatore di maschere. 
Questo macchinario è dotato di un microscopio ottico, di un carrello mobile e di 
una lampada UV da 275 watt in grado di esporre in modo sufficiente il nostro 
campione in soli 8 secondi. Il microscopio e il carrello mobile su 3 assi, X Y e θ, 
consente l’allineamento della maschera con le direzioni cristalline {100} del 
silicio che sono parallele ai bordi del campione. Se la finestra nell’ossido non è 
orientata correttamente con i piani cristallini l’attacco in KOH realizzerà un canale 
di larghezza maggiore di quella voluta. 
 
4.1.6 Sviluppo 
L’operazione di sviluppo serve a rimuovere il resist precedentemente esposto 
mediante utilizzo di una soluzione costituita da : 
• 75% acqua deionizzata 
• 25% MICROPOSIT 351 DEVELOPER 
Il campione viene immerso nella soluzione mantenuta in agitazione e tolto dopo 
un tempo pari a 70 secondi, dopodiché viene risciacquato in acqua deionizzata e 
asciugato in flusso di aria calda. Dopo lo sviluppo è necessario verificare al 
microscopio ottico tre condizioni fondamentali: 
• Presenza di corpi estranei nel resist 
• Presenza di residui di resist nel canale 
• Presenza di difetti nel resist e sui bordi del canale 
Se l’ispezione da esito negativo si procede con il passo successivo altrimenti si 
può optare per un ulteriore sviluppo o la rimozione del resist e conseguente 
ripetizione dell’intero processo. 
 
4.1.7 Postbaking 
Il postbaking serve a togliere completamente il solvente ancora presente e quindi a 
rendere più resistente lo strato di resist agli attacchi chimici e migliorarne l’ 
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adesione alla superficie. Tale processo avviene a temperatura di 115 °C per un 
tempo pari a 30 minuti in un forno a convezione termocontrollato. 
 
4.1.8 Attacco in BHF 
Le soluzioni di Buffered HF (BHF) servono a rimuovere l’ ossido di silicio non 
protetto da resist e appartengono alla categoria degli attacchi isotropi in fase 
liquida. La soluzione impiegata è costituita di HF e fluoruro di ammonio nelle 
seguenti percentuali: 
• Acido Fluoridrico (HF) 32,8 gr 
• Fluoruro di Ammonio (NH4F) 190,5 gr 
• Acqua deionizzata (H2O) fino a 200 ml 
 
Queste soluzioni sono caratterizzate da una concentrazione costante di ioni fluoro 
all’ interno della soluzione anche dopo un elevato utilizzo. Il tutto si traduce in 
una velocità di attacco costante nel tempo pari a circa 1000 Å/minuto. Nei 
campioni di silicio utilizzati lo strato di ossido è caratterizzato da uno spessore 
pari a 1,34 µm il che impone un tempo di attacco maggiore di 13,4 minuti. Per 
avere un buon margine di sicurezza il tempo di attacco è stato scelto pari a 18 
minuti al termine dei quali non sono stati riscontrati fenomeni eccessivi di sotto-
attacco. Prima di procedere con l’ attacco in BHF è necessario proteggere il Back 
del campione per evitare di asportare l’ ossido che dovrà fungere da protezione 
dall’ attacco del KOH. Per realizzare tale protezione si utilizza una resina la cui 
viscosità è funzione della temperatura, in particolare a temperatura ambiente è 
rigida ed ha una buona resistenza meccanica ma a temperature dell’ ordine di 150 
°C diventa molto fluida e può essere utilizzata come collante. Il campione viene 
incollato con questa resina su un vetrino porta oggetti facendo attenzione che non 
vi siano bolle d’ aria intrappolate in corrispondenza dei bordi del campione 
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altrimenti si potrebbero verificare infiltrazioni della soluzione di attacco che 
andrebbero a danneggiare il back. 
 
4.1.9 Rimozione fororesist 
Dopo la rimozione selettiva dell’ ossido, il film di resist non ha più nessuna utilità 
quindi può essere rimosso. Prima di tutto si scalda il campione fino a 150 °C per 
sciogliere la resina con cui era stato incollato al vetrino portaoggetti e, un volta 
liberato, si immerge in acetone per un tempo pari a circa 10 minuti , e si esegue un 
altro lavaggio in acetone con l’ausilio di ultrasuoni per altri 10 minuti. A questo 
punto si risciacqua con acqua deionizzata e si asciuga in flusso di aria calda. Se al 
termine della fase di pulizia sono residui di resina sul campione si passa alla fase 
successiva. 
 
4.1.10 Attacco in KOH 
L’ attacco in KOH appartiene alla categoria di attacchi anisotropi in fase umida ed 
in particolare si ottiene un attacco preferenziale per i piani cristallini {100}. 
Questa operazione si articola nelle seguenti fasi: 
• Preparazione della soluzione di attacco: ogni volta deve essere utilizzata 
una soluzione nuova perché l’ elevato tempo di attacco impoverisce la 
soluzione e non permetterebbe un risultato ripetibile. 
• Accensione del bagno termostatico e impostazione della temperatura a 
92°C che consente di ottenere una temperatura effettiva della soluzione di 
85°C 
• Inserimento del campione per un tempo di 4h e 52’ che, date le prove di 
calibrazione riportate nel capitolo 3, consente di ottenere una profondità 
dello scavo di 400 µm. 
• Allo scadere del tempo si estrae il campione e lo si risciacqua in acqua 
deionizzata. 
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La soluzione è caratterizzata dalla seguente composizione: 
• 100 gr di acqua deionizzata 
• 44 gr di idrossido di potassio (KOH) in pellets del Carlo Erba. 
Con KOH in polvere fornito da Fluka è stato riscontrato una velocità di attacco 
superiore. Per tempi così lunghi di attacco a temperature elevate si ha una forte 
evaporazione della soluzione che causa una variazione della concentrazione e 
quindi della velocità di attacco. Per ovviare a questo problema si è utilizzato un 
condensatore di vapori ad acqua. 
 
4.1.11 Taglio del campione 
Dopo l’attacco del silicio si procede con un attacco in BHF per rimuovere tutto 
l’ossido presente sul campione in modo da verificare che la superficie di silicio sia 
priva di difetti e se ciò è verificato si esegue la tagliatura mediante sega circolare 
diamantata. Prima di tutto si incolla il campione su un supporto di vetro che a sua 
volta verrà incollato sul supporto di alluminio della sega diamantata. 
I parametri da impostare sono: 
• Velocità di rotazione del disco: 1100 giri/min 
• Velocità di avanzamento: indicatore su 0,6. 
 
Una volta eseguiti tutti i tagli si procede a scollare i due cover e a pulirli in 
acetone. In questa fase di pulizia bisogna evitare di usare gli ultrasuoni poiché 
nella zona del canale il campione di silicio è spesso solo 150 µm e potrebbe 
danneggiarsi. Sono stati eseguiti due lavaggi in acetone di almeno 20 minuti 
ciascuno per assicurare la completa rimozione della resina. Eseguita la fase di 
pulizia i campioni sono pronti per la successiva fase di bonding con il supporto di 
Pyrex. In Figura 4.5 e 4.6 si può vedere la foto al SEM tramite il quale sono state 
effettuate le misure dirette di larghezza superiore e inferiore del canale riporta in 
seguito: 
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• Larghezza superiore:  770 µm 
• Larghezza inferiore:  193 µm 
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Figura 4.6 Immagine al SEM del canale nel cover di silicio. 
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4.2 REALIZZAZIONE DISPOSITIVO IN PYREX 
 
La realizzazione del dispositivo inizia con la preparazione dei campioni di Pyrex 
(Borofloat 33) di spessore 1mm partendo da un wafer circolare di vetro delle 
dimensioni di 10 cm dal quale sono stati ricavati 5 coppie di vetrini delle 
dimensioni di circa 5 cm x 1,5 cm che a processo finito verranno ritagliati 
ulteriormente per raggiungere le dimensioni di 4,5 cm x 1,5 cm. I 5 mm aggiuntivi 
in lunghezza sono necessari per permettere sia il fissaggio del vetrino al planetario 
dell’evaporatore sia  la gestione del campione nei vari passaggi senza andare a 
compromettere l’area utile del dispositivo. Il taglio è stato eseguito con una sega 
circolare diamantata con i seguenti parametri: 
• Velocità di rotazione del disco: 1100 giri/min 
• Velocità di avanzamento: indicatore su 0,6. 
Ogni coppia è formata da un cover e un bottom e vengono tagliati 
contemporaneamente da due strati di vetro incollati tra loro tramite resina, in 
modo da risultare perfettamente identici tra di loro. Nel bottom saranno ricavati i 
microcanali con opportuna microlavorazione e nel cover verranno realizzati i fori 
di accesso. 
 
4.2.1 Pulizia e Disidratazione 
In questa fase vengono preparati i campioni per il successivo passo di 
evaporazione del cromo. 
La procedura consiste in tre cicli di lavaggio in ultrasuoni : 
• 10 minuti in acetone 
• 10 minuti in etanolo 
• 10 minuti in 2H O  deionizzata 
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I due lavaggi oltre a quello in acetone servono a evitare il formarsi di aloni residui 
durante l’ evaporazione dell’ acetone che potrebbero andare a ridurre l’ adesione 
del film di cromo. Successivamente si esegue un passo di disidratazione a 180 °C 
per 30 minuti per consentire il desorbimento dell’ 2H O  e quindi una migliore 
adesione del film. 
 
4.2.2 Evaporazione del Cromo 
L’ evaporazione è effettuata con Evaporatore a fascio elettronico [26] di cui è 
possibile vedere uno schema in figura 4.6. 
 
Figura 4.6 Sistema di vuoto per evaporatore a fascio elettronico. 
 
Una volta inseriti i campioni nel planetario con la massima cura cercando di non 
comprometterne la pulizia si procede con la realizzazione del vuoto nella camera. 
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Il vuoto è ottenuto in due stadi: 
• Prevuoto a 35 10 Torr−⋅  
• Alto vuoto a 61,6 10 Torr−⋅  
Il prevuoto è ottenuto mediante pompa rotativa e l’alto vuoto tramite pompa a 
diffusione. L’intera camera e i campioni vengono portati a 280 °C mediante 
lampade alogene per consentire ai gas assorbiti dalle pareti di fuoriuscire e quindi 
raggiungere un più alto livello di vuoto e di pulizia. 
Per rendere il più possibile uguali tra loro i film deposti il planetario viene fatto 
ruotare in modo che i campioni descrivano traiettorie variabili su tutta la 
superficie semisferica interessata dal cono di evaporazione. A questo punto si 
forniscono i dati riguardanti il materiale da deporre al controllore che fornirà una 
indicazione dello spessore deposto tramite l’ utilizzo di una microbilancia a 
quarzo. Il cannone elettronico viene acceso e regolato per ottenere un 
riscaldamento ottimale del crogiolo per evitare spruzzi di materiale che altrimenti 
danneggerebbero il campione e comprometterebbero la bontà del film deposto. 
Solo adesso può essere aperto lo shutter che si frappone tra il crogiolo e i 
campioni per iniziare l’evaporazione nell’ istante desiderato. Di seguito si 
riportano i dati di velocità di crescita e spessore ottenuti: 
• Tempo totale 45 minuti 
• Spessore ottenuto 85 nm 
• Velocità di deposizione 0,3 Å/minuto 
Una crescita così lenta del film di cromo garantisce una maggiore uniformità e 
una più elevata adesione al vetro che si traduce in una maggiore resistenza agli 
attacchi chimici come quello da noi effettuato. Successivamente viene abbassata 
gradualmente la temperatura per evitare eccessivo stress sia allo strato deposto che 
ai campioni di vetro. Quando la campana è a temperatura ambiente viene fatta 
entrare aria nella camera fino a pressione atmosferica e i campioni vengono 
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4.2.3 Spinning del fotoresist 
Prima dello spinning i campioni vengono sciacquati in acqua deionizzata per 
togliere eventuali polveri e impurità, senza l’uso di ultrasuoni per evitare possibili 
danneggiamenti del sottile strato di cromo. Per la deposizione del fotoresist è stato 
impiegato lo Spinner descritto in precedenza. Il resist utilizzato è l’ S1818 le cui 
caratteristiche sono state riportate nel paragrafo precedente. In questo caso sono 
stati utilizzati i seguenti parametri: 
• velocità di rotazione 5000 giri/min 
• Tempo di spinning 36 sec 
Come risultato si è ottenuto uno spessore medio di circa 1,58 µm in accordo con 








In questa fase viene riportata la geometria presente su una maschera di pellicola 
fotografica trasparente sopra allo strato di resist mediante esposizione ai raggi 
ultravioletti. La maschera è stata disegnata mediante il software micrograph e 
realizzata esternamente al laboratorio a causa dell’ elevata risoluzione necessaria 
per rendere ben definito il canale. La maschera viene fissata su un supporto rigido 
di vetro che a sua volta è ancorato ad un piano mobile sui tre assi X, Y, θ che 
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rendono possibile l’ allineamento della maschera con i bordi del campione. Il 
vetro destinato a diventare il bottom viene fissato ad un supporto al cui centro è 
realizzato un foro dal quale viene aspirata aria. Per effetto della depressione che si 
viene a creare sul back del campione questo risulterà perfettamente immobile. 
Una volta allineati, campione e maschera vengono messi a contatto facendo 
attenzione di non forzare troppo per evitare di rompere il campione o il supporto 
della maschera. L’importante è che ci sia una perfetta aderenza per evitare 
l’esposizione di zone non volute che potrebbero portare ad una cattiva definizione 
dei canali. A questo punto il tutto viene coperto da un diaframma che proteggerà 
dalla luce diretta della lampada perché questa deve essere accesa per un periodo 
pari a 3 minuti prima di poter iniziare l’esposizione. Questo tempo è necessario 
per poter portare in temperatura la lampada in modo da avere una intensità 
luminosa costante per tutta l’esposizione e quindi garantire un processo ripetibile. 
Di seguito sono riportati i dati di esposizione: 
• Distanza lampada campione circa 60cm 
• Intensità radiazione : 0,77 mW/cm2 
• Tempo riscaldamento 3 minuti 
• Tempo esposizione 3 minuti 
 
Terminata l’esposizione si passa alla fase di sviluppo. 
In figura 4.7 è riportato il negativo della maschera utilizzata per ricavare i 
microcanali nel bottom che si intersecano a 90°. Uno dei canali lungo 9 mm verrà 
utilizzato per l’introduzione dei reagenti e degli analiti mentre l’altro canale lungo 
39 mm verrà usato per la separazione elettroforetica. 
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Figura 4.7 Negativo maschera microcanali. 
 
4.2.6 Sviluppo 
L’operazione di sviluppo serve a rimuovere il resist precedentemente esposto 
mediante utilizzo di apposita soluzione costituita da : 
• 75% acqua deionizzata 
• 25% MICROPOSIT 351 DEVELOPER 
Il campione viene immerso nella soluzione mantenuta in agitazione e tolto dopo 
un tempo pari a 60 secondi, dopodiché viene risciacquato in acqua deionizzata e 
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asciugato in flusso di aria calda. E’, anche in questo caso, necessario verificare al 
microscopio ottico tre condizioni fondamentali: 
• Presenza di corpi estranei nel resist 
• Presenza di residui di resist nel canale 
• Presenza di difetti nel resist e sui bordi del canale 
Se per tutti i punti l’ispezione da esito negativo si procede con il passo successivo 
altrimenti si può optare per un ulteriore sviluppo o la rimozione del resist e la 
conseguente ripetizione dell’intero processo. 
 
4.2.7 Postbaking 
Il postbaking serve a togliere completamente il solvente ancora presente e quindi a 
rendere più resistente lo strato di resist agli attacchi chimici e migliorarne l’ 
adesione alla superficie. Tale processo avviene a temperatura di 115 °C per un 
tempo pari a 30 minuti in un forno a convezione termocontrollato. 
 
4.2.8 Rimozione del Cromo 
In questa fase viene selettivamente rimosso il cromo deposto sul vetrino che 
costituirà il bottom del dispositivo. 
Per questo attacco viene utilizzata una soluzione così composta: 
• Ammonium Cerium(IV) Nitrate 4 3 2(NH )Ce(NO ) : 30gr 
• 4HClO al 60% : 20ml 
• 2H O deionizzata : 200ml 
Il campione viene immerso nella soluzione mantenuta in agitazione per un tempo 
pari a 40 secondi. Allo scadere del tempo si esegue un risciacquo e si asciuga con 
aria calda. Prima di procedere si controlla al microscopio ottico il risultato dell’ 
operazione prima dal lato del resist per osservare se vi sono ancora zone di cromo 
da rimuovere e poi, sfruttando la trasparenza del campione, dal back per vedere se 
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c’è stato un sottoattacco. Dalle prove effettuate, un tempo di attacco pari a 40 
secondi garantisce un buon risultato evitando il sottoattacco che porterebbe ad una 
variazione della geometria dei canali. 
 
 
4.2.9 Protezione Back del campione. 
Prima di procedere con l’attacco del vetro per la definizione dei canali è 
necessario proteggere il back del vetrino per evitare l’attacco compromettendone 
la trasparenza. Per la protezione del back il campione viene incollato su un vetro 
sacrificale con una resina che diventa fluida a 150°C. 
 
 
4.2.10 Attacco del Vetro 
L’ attacco del vetro è realizzato con una soluzione a base di acido fluoridrico e 
acido nitrico dalla seguente composizione: 
• Acido fluoridrico (HF):  24,36 gr 
• Acido nitrico ( 3HNO ):  104,56 gr 
• Acqua deionizzata ( 2H O ) fino a 200 ml 
 
Questo attacco appartiene alla famiglia degli attacchi isotropi in fase liquida del 
vetro e consente, pertanto, di ottenere un profilo del canale di tipo circolare o 
ellittico. La soluzione è posta in un bagno termostatico dove la temperatura è 
mantenuta costante da un controllore digitale. Dalle prove effettuate in laboratorio 
riportate nel capitolo precedente si è ricavato i seguenti parametri del processo: 
• Tempo di attacco 7 minuti 
• Temperatura bagno termostatico 72 °C 
• Temperatura soluzione 65 °C 
• Tempo per arrivare in temperatura circa 30 minuti 
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• Profondità media canale 23,8 µm 
• Larghezza media canale 72 µm 
 
 
4.2.11 Rimozione Resist 
Una volta estratto il campione dalla soluzione di attacco del vetro si risciacqua per 
bloccare il processo chimico. Dato che in precedenza è stato protetto il back 
incollandolo su un altro vetro ora si deve fare il procedimento contrario e quindi si 
riscalda a 150°C per rendere fluida la resina e si immerge in acetone per 10 
minuti. Per essere certi di eliminare ogni residuo di resina e resist si esegue un 
ulteriore lavaggio in acetone per altri 10 minuti. 
 
 
4.2.12 Rifinitura mediante sega diamantata 
Una volta ottenuti i microcanali non c’è più bisogno dei bordi che permettevano 
di maneggiare il campione e quindi si possono rifilare bottom e cover per portarli 
a quelle che saranno le misure finali di 4,5 cm x 1,5 cm. Per garantire la perfetta 
uguaglianza tra i due si incollano l’uno sull’altro mediante resina ponendo il 
bottom con la superficie cromata rivolta verso l’esterno. In questo modo il 
contrasto tra vetro e cromo dei bordi della maschera rende più facile 
l’allineamento con la lama del disco permettendo tagli più precisi. I parametri da 
impostare per il taglio sono: 
• Velocità di rotazione del disco: 1100 giri/min 
• Velocità di avanzamento: indicatore su 0,6. 
Una volta eseguita la rifinitura si procede allo scollaggio mediante riscaldamento 
a 150°C, il bottom viene immerso in acetone per rimuovere ogni residuo di resina 
mentre per il cover non ce ne è bisogno perché deve essere reincollato nella fase 
successiva. 
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4.2.13 Allineamento bottom e cover e marcatura fori 
Prima di procedere all’allineamento il cover deve essere preparato per la foratura. 
Il vetro è un materiale molto fragile e risulta difficile fare dei fori precisi. Per la 
foratura vengono generalmente impiegate delle punte diamantate. Tuttavia il 
bordo di ingresso può risultare frastagliato e il foro di uscita della punta non è mai 
netto perché il vetro cede sotto la pressione di questa a pochi decimi di mm dalla 
superficie. Per ovviare a questo problema si utilizza il seguente accorgimento. Il 
cover viene incollato tra due comuni vetri porta oggetto con un abbondante strato 
di resina ed è necessario che tra le due superfici di contatto non rimangano bolle 
d’aria che in fase di foratura potrebbero comportare la rottura del campione. La 
tecnica di incollaggio è sempre la stessa tramite resina a 150°C. 
Per segnare con precisione la posizione dei fori di accesso ai microcanali in 
corrispondenza del centro dei serbatoi vengono allineati i due campioni, bottom e 
cover, della stessa coppia. In questa fase la maschera di cromo permette di 
svolgere l’operazione con facilità dato che in assenza di essa i serbatoi sono poco 
visibili e quindi si avrebbe una elevata probabilità di errore. La marcatura avviene 
con del semplice inchiostro. 
 
4.2.14 Foratura del Cover 
In questa fase si devono praticare i fori nei 3 vetrini precedentemente incollati. Per 
fare ciò si utilizza un trapano a colonna di precisione e una punta diamantata da 
1mm. Per facilitare la foratura del vetro si bagna la zona da forare. Si mette uno 
spessore di vetro sotto ai 3 vetrini precedentemente incollati e con una pipetta si 
deposita una goccia d’acqua nel punto dove si vuole realizzare il foro. 
Una volta centrato il segno precedentemente marcato si comincia ad avvicinare la 
punta e con pressione e velocità costante si esegue lentamente il foro. I punti 
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critici di questa operazione sono i passaggi da uno strato di vetro all’altro 
specialmente tra il cover e il vetro sottostante dove è possibile una scheggiatura 
del bordo di uscita del foro. Se il tutto avviene con delicatezza la presenza della 
resina e il contrasto del vetro sottostante alla spinta della punta evitano la rottura 
del bordo di uscita. Una volta realizzati tutti i fori si procede al disassemblaggio 
dei 3 vetrini mediante riscaldamento a 150°C e alla pulizia in acetone mediante 
doppio lavaggio da 10 minuti ciascuno. In figura 4.8 si può vedere una foto del 
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4.2.15 Rimozione completa Cromo 
Poiché la maschera di cromo non è più utile viene rimossa immergendo il 
campione nella soluzione di attacco del cromo fino a totale scomparsa. Dopo un 
tempo di circa 40 sec si osserva la completa rimozione del film; tuttavia si decide 
di attaccare per più di 1 minuto per essere sicuri di non lasciare tracce di cromo 
che potrebbero ostacolare il fusion bonding. Data la grande quantità di cromo da 
togliere e opportuno utilizzare una parte di soluzione dedicata solo a questa 
operazione altrimenti la velocità di attacco risulterebbe troppo alterata e non 
potrebbe essere riutilizzata nella fase di definizione della maschera. In figura 4.8 




Figura 4.8: Foto bottom completo. 
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4.2.16 Attacco Piranha di bottom e cover 
Il cover forato e il bottom microlavorato vengono uniti mediante il fusion 
bonding. Data l’importanza di questo processo e la forte dipendenza dal livello di 
impurità sulla superficie di contatto è necessario eseguire una operazione di 
pulizia molto accurata basata su una soluzione di attacco denominata Piranha. 
Questa soluzione consente di rimuovere dalla superficie dei due campioni ogni 
traccia di contaminanti organici. La soluzione utilizzata è composta da 3 parti in 
volume di acido solforico 2 4(H SO ) e 1 parte di perossido di idrogeno 2 2(H O ) . La 
procedura da seguire è la seguente e va eseguita rigorosamente sotto cappa 
chimica data la pericolosità dei materiali utilizzati. 
• Si esegue una pulizia preliminare in ultrasuoni con acqua deionizzata per 
10 minuti. 
• Si prendono due backer di capienza adeguata a contenere i campioni in 
modo tale che la superficie di interesse non sia appoggiata sul fondo e 
possibilmente si mantenga il più verticale possibile. Questo accorgimento 
permetterà alla soluzione di agire nel modo migliore. 
• Si asciugano i campioni in flusso di aria calda e si inseriscono bottom e 
cover ognuno in un backer separato. I backer sono posizionati su un 
fornello elettrico impostato a 150°C. 
• Si inserisce in ogni backer la quantità di 2 4H SO  necessaria a coprire 
completamente il campione e si lascia riscaldare il tutto per 15 minuti. 
•  Successivamente si aggiunge la quantità necessaria di 2 2H O in ogni 
backer facendo attenzione ai possibili spruzzi. Ora non rimane che 
attendere lo svanire dell’effetto di gorgogliamento dell’acqua ossigenata, 
tipicamente 15 minuti. 
• Finito l’attacco si esegue una approfondita pulizia in ultrasuoni con 
acetone, etanolo e acqua deionizzata ognuno della durata di 10 minuti.  
Realizzazione del sistema microfluidico                                               Capitolo 4 
 
_                                                                                                                                _ 
 
110 
4.2.17 Allineamento Cover e botton 
Questa operazione deve avvenire obbligatoriamente subito dopo l’attacco piranha 
per evitare contaminazioni della superficie. Finito l’ultimo ciclo di ultrasuoni in 
acqua deionizzata si risciacquano i campioni e subito si immergono in un backer 
pieno di acqua deionizzata. Il più velocemente possibile si accoppiano le superfici 
da unire e si allineano i bordi: l’operazione deve essere veloce per evitare che 
l’acqua a contatto con l’aria si rimineralizzi. Una volta ottenuto un perfetto 
allineamento si asciugano i campioni in flusso di aria calda. Quando il calore avrà 
fatto evaporare tutta l’acqua, cover e botton saranno tenuti insieme dalla 
depressione che si è venuta a creare tra le superfici dove si formano le frange di 
interferenza o linee di Newton. Questo metodo garantisce un buon contatto tra le 
superfici, requisito necessario per una buona riuscita del fusion bonding. L’ 
importante è assicurarsi che tutta l’acqua intrappolata tra i due vetrini sia 
evaporata prima di eseguire il fusion bonding altrimenti si può verificare il 
distacco durante la fase di riscaldamento. I canali ausiliari realizzati per ridurre la 
formazione di bolle d’aria durante il bonding si dimostrano utili anche in questo 
caso consentendo all’acqua di fuoriuscire più velocemente dall’interno del 
campione. 
 
4.2.18 Fusion Bonding 
Dopo l’allineamento, i campioni subiscono il processo finale di bonding. Questa 
operazione viene eseguita mediante forno a muffola che al suo interno presenta un 
rivestimento refrattario per mantenere il più possibile costante la temperatura 
senza perdite. Le fasi da seguire sono la seguenti: 
• Si posizionano i campioni sulla base di quarzo. 
• Si posizionano i supporti laterali vicino agli estremi del campione. Questi 
servono a evitare una eccessiva pressione della mattonella di Macor e 
quindi evitare una eccessiva satinatura della superficie del Pyrex. 
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• Posizionamento della mattonella di Macor. 
• Accensione del forno a muffola. 
• Impostazione della temperatura a 645°C 
• Durata del processo: 21 ore. 
• Spengere il forno e attendere il raffreddamento naturale che impiegherà 
circa un giorno. 
La temperatura di 645°C è stata ricavata dagli esperimenti riportati nel capitolo 
precedente ed è quella che garantisce un ottimo risultato sia di bonding che di 
puntinatura del vetro. La puntinatura è dovuta alla superficie non liscia del Macor 
ma questo è inevitabile perché una superficie liscia aderirebbe troppo al vetro 




Figura 4.9: Foto cover e botom dopo il processo di bonding.  
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La durata del processo è costituita da 1 ora di rampa termica per raggiungere la 
temperatura impostata e 20 ore per il processo di bonding. Il raffreddamento viene 
eseguito in modo naturale a forno chiuso per evitare stress termici al campione 
che potrebbero provocare rotture indesiderate. Per accelerare il raffreddamento di 
qualche ora è possibile aprire leggermente lo sportello del forno solo al di sotto 
dei 90°C. In figura 4.9 è possibile vedere il dispositivo al termine del processo di 
bonding. 
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4.3 ASSEMBLAGGIO DEL DISPOSITIVO 
 
Una volta realizzati i quattro cover di silicio e il dispositivo in Pyrex, si passa 
all’ultima fase del processo che prevede l’assemblaggio mediante anodic bonding. 
I quattro cover verranno saldati in corrispondenza dei fori di accesso ai serbatoi in 
modo irreversibile: per questo motivo è molto importante allineare bene i bordi 
del silicio con quello del Pyrex. Di seguito verranno riportate in dettaglio le 
singole fasi del processo. 
 
4.3.1 Controllo strumentazione. 
Prima di proseguire deve essere controllata la strumentazione costituita da : 
• Alimentatore regolabile da 0 a 2000 Volt: 
• Multimetro digitale per il monitoraggio della corrente di bonding; 
• Riscaldatore controllato tramite PID analogico; 
• Tester per misura di temperatura tramite PT100; 
• Piatto in alluminio e elettrodo in acciaio; 
Prima di tutto è necessario controllare, mediante l’ausilio di un tester, che tra 
elettrodo e piatto non vi siano contatti elettrici , e che il piatto sia collegato a 
massa. Se tutto è nella norma si imposta l’alimentatore mettendo a zero l’uscita 
dall’apposito controllo e si attiva il tasto standby. Si controlla che i collegamenti 
siano corretti, si collega il tester alla PT100 in configurazione ohmmetro per 
monitorare la temperatura e si pulisce con carta vetrata fine piatto e elettrodo 
togliendo eventuali polveri con etanolo. 
 
 
4.3.2 Pulizia dei Cover in silicio 
Prima di procedere con il bonding i cover in silicio devono subire un breve attacco 
in BHF per rimuovere il sottile strato di ossido nativo che potrebbe rallentare il 
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processo di saldatura. Il tempo di attacco da noi realizzato è 5 minuti. In questo 
modo migliora anche il contatto tra silicio e piatto di massa. Dopo l’attacco è 
sufficiente un risciacquo in acqua deionizzata e asciugatura in flusso di aria calda. 
 
4.3.3 Pulizia dispositivo in Pyrex 
Anche il dispositivo in Pyrex deve essere pulito per togliere eventuali polveri 
dalla superficie: è sufficiente un ciclo di ultrasuoni in acqua deionizzata della 
durata di 10 minuti. L’asciugatura avviene in flusso di aria calda assicurandosi 
che tutta l’acqua sia fuoriuscita dai microcanali. 
 
4.3.4 Disposizione e allineamento 
Per motivi spiegati in precedenza i quattro cover di silicio devono essere saldati in 
due fasi distinte, prima i tre più vicini tra loro e in un secondo momento quello più 
lontano. Innanzitutto si posizionano i tre cover sul piatto di alluminio, con il 
canale verso l’alto, nella disposizione opportuna. Poi si adagia sopra di questi il 
Pyrex con i fori di accesso rivolti in basso e si posiziona su di esso l’elettrodo di 
acciaio in un punto equidistante dai 3 oggetti in silicio. Con l’ausilio di pinzette si 
aggiusta la posizione dei cover per allineare sia i canali con i fori che i bordi del 
silicio e del Pyrex. Questa operazione va eseguita in modo scrupoloso. 
 
4.3.5 Anodic Bonding 
Terminato l’allineamento  si protegge l’apparato con l’apposita campana di vetro 
e si accende il riscaldatore impostando passi successivi di riscaldamento con step 
di 100°C per evitare che la sovraelongazione del controllore PID riscaldi 
eccessivamente l’apparato. Infatti, il limite massimo di temperatura è dato dalla 
temperatura di fusione dell’ alluminio pari a 660°C. La temperatura finale da 
raggiungere è di 450°C. Una volta raggiunta la temperatura finale accendiamo 
multimetro digitale e l’alimentatore. Si disattiva lo standby dell’alimentatore e 
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cominciamo ad aumentare gradualmente la tensione fino a raggiungere il valore di 
500 Volt. Adesso si attende 10 minuti, se il processo di bonding non è ancora 
iniziato si provvede a incrementare la tensione a passi di 50 Volt fino ad arrivare 
ad un massimo di 800 Volt. Prima di salire ulteriormente con la tensione, è 
preferibile aumentare la mobilità degli ioni nel vetro con un incremento di 
temperatura a step di 10°C senza superare il valore massimo di 550°C. Una volta 
iniziato il processo non alteriamo i valori di tensione e temperatura a meno che 
non rallenti eccessivamente. I valori finali di temperatura e tensione dipendono 
molto dalla bontà della superficie ovvero dall’assenza di difetti. In condizioni 
ottimali per T=450°C e la tensione compresa tra 500-600 Volt il processo termina 
in un tempo massimo di 20 minuti. Terminato il processo, la tensione viene 
portata gradualmente a 0 Volt e la temperatura a 0°C con step di 100°C per evitare 
stress termici al campione che potrebbero causarne la rottura. 
 
4.3.6 Disposizione e allineamento ultimo cover. 
Raggiunta la temperatura ambiente possiamo rimuovere la campana di protezione 
e posizionare l’ultimo cover. Come in precedenza, si dispone il silicio con il 
canale verso l’alto e il Pyrex con i fori rivolti in basso. La punta dell’elettrodo 
viene centrata sull’area del cover in modo tale che aiuti il dispositivo a stare 
sospeso; se necessario si utilizza uno spessore di Pyrex per rendere perfettamente 
parallele le superfici.  
 
4.3.7 Anodic Bonding 
Una volta terminata la procedura di allineamento si eseguono gli stessi passi 
seguiti in precedenza per l’anodic bonding e otteniamo il dispositivo completo. 
Terminato il bonding vengono inseriti  i capillari e i fili di contatto elettrico. In 
figura 4.10 e 4.11 si può vedere l’aspetto finale del dispositivo  con gli spezzoni di 
capillari inseriti. 
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Figura 4.10: Foto µ-TAS completo con capillari. 
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Figura 4.11 Particolare dei 3 cover di silicio 
 









In questo lavoro di tesi è stato realizzato un dispositivo microfluidico per 
l’elettroforesi capillare completo delle connessioni con capillare di quarzo 
flessibile impiegati per l’introduzione dei reagenti e degli analiti. Tale dispositivo 
è ottenuto dall’unione di tre parti: un bottom di Pyrex microlavorato dove sono 
realizzati i microcanali, un cover di Pyrex con i fori di accesso ai microcanali e i 
cover di silicio con l’alloggiamento per il capillare di quarzo. Nel bottom sono 
stati realizzati dei microcanali che si intersecano a 90°. Uno dei canali lungo 9 
mm verrà utilizzato per l’introduzione dei reagenti e degli analiti mentre l’altro 
canale lungo 39 mm verrà usato per la separazione elettroforetica. I microcanali 
sono stati realizzati mediante attacco isotropo con soluzione a base di HF, HNO3  
H2O che presenta una velocità di attacco di 3,41 µm/min ad una temperatura di 
65 °C. La maschera utilizzata è uno strato di 85 nm di cromo deposto con un 
evaporatore a fascio elettronico e 1,6 µm di resist S1818 (Shipey Europe Limited). 
Sono stati realizzati microcanali di profondità pari a 24 µm e larghezza pari a 
72 µm. I fori di accesso nel cover in Pyrex sono realizzati mediante trapano a 
colonna di precisione con punta diamantata da 1 mm. 
Il cover e il bottom in Pyrex sono saldati mediante fusion bonding. Le prove 
eseguite hanno portato alla determinazione dei seguenti parametri ottimali: 
temperatura del forno di 645°C per una durata di 20 ore, raffreddamento naturale 
di un giorno. La pulizia del campione è molto importante infatti viene eseguito un 
attacco piranha per rimuovere ogni contaminante organico. La disposizione dei 
campioni nel forno fa uso di un peso aggiuntivo in Macor  per aumentare il 
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contatto tra i campioni. Data la durata del processo e la temperatura elevata del 
fusion bonding si è cercato di sviluppare un processo alternativo caratterizzato da 
temperature e tempi di esecuzioni minori basato sull’anodic bonding. Le prove 
eseguite in laboratorio non hanno, tuttavia, dato risultati soddisfacenti. 
Nei cover in silicio è stato realizzato, mediante attacco anisotropo in KOH, un 
canale di sezione trapezoidale di larghezza superiore di 770 µm, larghezza 
inferiore di 170 µm e profondità di 400 µm. La maschera utilizzata è costituita da 
ossido di silicio, cresciuto mediante ossidazione wet, con uno spessore di 
1,34 µm. Il tempo di attacco totale per la realizzazione del canale è 4h e 50’. La 
soluzione impiegata è costituita dal 30% di KOH e presenta una velocità di 
83 µm/h, come riscontrato dalle prove di taratura effettuate. In alcuni casi si sono 
verificati cedimenti della maschera quindi per le prove future è previsto l’utilizzo 
di campioni con spessore di ossido pari a 1,90 µm gia realizzati nel corso di 
questa tesi. 
L’ultima fase del processo è la saldatura dei cover di silicio al supporto in Pyrex 
mediante anodic bonding. Le prove sono state effettuate con campioni di silicio 
dalla superficie sia in perfetto stato che in presenza di alcuni difetti, ed hanno dato 
tutte esito positivo anche se con tempi di completamento del processo molto 
diversi: da 10 minuti a 1 ora. 
Il processo messo a punto ha dimostrato la possibilità di realizzare più prototipi 
con un buon grado di ripetibilità e affidabilità. In futuro è prevista la possibilità di 
riprendere la messa a punto del processo di anodic bonding tra due vetri  per 
ridurre i tempi di realizzazione del dispositivo e una mascheratura più resistente 
per l’attacco del vetro per consentire di ottenere microcanali di profondità 
maggiori. 
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